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Imunoterapija raka: regulacija T-celic z dizajniranim transkripcijskim faktorjem 
NFAT 
Povzetek: Razvoj terapevtskih postopkov rakavih obolenj se zaradi kompleksnosti 
slednjih nagiba k usmerjenim in personaliziranim adaptivnim celičnim terapijam. 
Mednje sodijo celice CD19 CAR-T, pri čemer pacientovim limfocitom T vstavimo 
receptor CAR, specifičen za B-limfocitni antigen CD19. Terapija je uspešna pri B-
celičnih malignih obolenjih, vendar so prisotni stranski učinki (SIRS, CRS) zaradi 
katerih je potrebno uravnavanje aktivnosti celic CAR-T. Z namenom regulacije celic 
CAR-T smo na osnovi transkripcijskega faktorja NFAT in heterodimerizacijskih domen 
ABI-PYL1, DmrA-DmrC in GAI-GID1 pripravili regulatorni sistem, ki celice aktivira 
ali represira. V celicah HEK293T in Jurkat smo potrdili, da ob dodatku ustreznih 
induktorjev (abscizinska kislina, rapamicin in giberelin) pride do heterodimerizacije 
konstruktov in da se NFAT učinkovito veže na vezavna mesta za DNA, pri čemer zanje 
tekmuje z endogenim NFAT. Hkrati smo pokazali, da heterodimerizacijski sistemi 
robustno aktivirajo celice Jurkat z receptorjem CD19-CAR ob prisotnosti celic, ki 
izražajo tarčni antigen (celice Raji).  
Ključne besede: CAR-T, imunoterapija raka, heterodimerizacija, rapamicin, giberelin, 
abscizinska kislina.  
 
Cancer immunotherapy: T-cell regulation via engineered transcription factor 
NFAT 
Abstract: In recent years, cancer immunotherapy has been leaning towards 
personalized, T-cell mediated therapy, due to the complex background of the disease. 
CD19 CAR-T cells represent a cure for hematologic malignancies. The therapy, albeit 
successful, does not avoid side effects such as SIRS and CRS and thus requires a 
development of a robust and reliable regulation of CAR-T cells. With CAR-T regulation 
in mind, we developed a regulatory system, based on transcription factor NFAT and 
heterodimerization domains ABI-PYL1, DmrA-DmrC, GAI-GID1, which either 
activates or represses the cells in question. We show that in the presence of chemical 
inductors (abscisic acid, rapamycin and gibberellin) the constructs undergo 
heterodimerization and that engineered NFAT, competing with endogenic NFAT, binds 
to its regulatory site of both reporter gene (shown in HEK293-T cells) or IL-2 (shown in 
Jurkat cells). We also confirm, that heterodimerization systems work in cells with 
expressed CD19-CAR and in presence of target antigen on the surface of Raji cells. 
Keywords: CAR-T, cancer immunotherapy, heterodimerization, rapamycin, gibberellin, 
abscisic acid. 
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1 Uvod 
1.1 Rakava obolenja in adaptivni imunski odziv 
Rakava obolenja imajo kompleksno etiologijo, kar onemogoča razvoj zanesljivih in 
natančnih diagnostičnih testov ali univerzalne metode zdravljenja. Razvoj terapevtskih 
postopkov se tako nagiba k usmerjenim, personaliziranim terapijam, med katere sodi 
tudi imunoterapija raka preko aktivacije limfocitov T. Slednja se je izkazala za 
učinkovito že v kliničnih študijah zdravljenja levkemij in limfomov (70-90 % odziv na 
terapijo [1]), razvoj pa lahko pripelje tudi do razširitve terapije na druge tipe raka [2].  
Rakavo tkivo se lahko razvije iz ene celice že 10 ali 20 let pred patološko manifestacijo. 
V tem času rakave celice prehajajo med fazama homeostaze in eliminacije, oz. pobega 
[2]. Trije faktorji določajo prehod med fazama:  
• nabiranje mutacij, ki omogočijo agresivno rast in »nevidnost« imunskemu 
sistemu, 
• razvoj imunotolerance (neodzivnost limfocitov T), 
• razvoj supresivnega mikrookolja, ki sproži nepravilno delovanje efektorskih 
celic. 
Rakave celice tekmujejo s prirojenim imunskim sistemom, z naravnimi celicami 
ubijalkami in mieloidnimi celicami ter adaptivno imunostjo, katere del so limfociti B, T 
in antigen-prezentirajoče celicami (APC; npr. dendritske celice) [3]. Limfociti B in T z 
B-celičnim in T-celičnim receptorjem prepoznajo rakave celice preko rak-specifičnih 
antigenov: 
• mutirani antigeni (produkti genov EGFRvIII, p53, Ras), 
• antigeni rakavih zarodnih celic (CTAG, SSX, MAGE), 
• virusni proteini (hepatitis B, Epstein-Barr-ov virus, HPV), 
• prekomerno izraženi proteini (EpCAM, PSA), 
• diferenciacijski antigeni (specifični za določene tipe rakavih celic, npr. za 
melanom). 
Ključno za prepoznavanje raku specifičnih antigenov je, da so ti predstavljeni v 
kontekstu molekul MHC (poglavitni kompleks tkivne skladnosti). Zanje kodira več kot 
220 polimorfnih genov HLA (človeški levkocitni antigen) na kromosomu 6, regiji 
6p21.3 [1]. Zaradi svoje raznolikosti HLA določajo tudi kompatibilnost donorjev za 
presaditev organov. Molekule MHC delimo na 2 glavna tipa. Tip I predstavlja peptide iz 
celic, npr. fragmente virusov. Nanje se vežejo citotoksični limfociti T (CD8+). Tip II 
predstavlja peptide zunaj celic in veže T-celice pomagalke (CD4+), te pa nato 
stimulirajo proizvodnjo protiteles v celicah plazmatkah [4]. 
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Slika 1: Shematski prikaz MHC s TCR in CD4+, oz. CD8+. Povzeto po [4]: T-
celični receptor, asociiran z molekulama MHC I in II ter ustreznima kostimulatornima 
molekulama CD4+ in CD8+. 
V zgodnjih stopnjah nastajanja tumorjev lahko pride do izčrpanja limfocitov T. V to 
vodi kronična izpostavljenost antigenom in obsežno vnetje, celice pa ireverzibilno 
izgubijo zmožnost proliferacije [1]. Pri tem ima precejšnjo vlogo molekula na površini 
celic, protein programirane celične smrti 1 (PD1), saj je bilo pokazano, da inhibicija 
njegovega delovanja lahko ohrani, oz. obnovi efektorske lastnosti limfocitov T. Veliko 
protitumorskih terapij zato temelji na inhibitorjih PD1, npr. protitelesa proti PD1 
(pembrolizumab: humanizirano protitelo izotipa IgG4) [1]. Med terapevtske postopke, 
ki specifično, oz. usmerjeno ciljajo tumorsko tkivo, uvrščamo protitelesa, ki blokirajo 
določene stopnje celičnega cikla rakavih celic, limfocite, ki se lahko infiltrirajo v tumor 
(TIL) in celice CAR-T (celice s himernim antigenskim receptorjem – CAR) [2].  
Celice TIL in CAR-T predstavljajo t.i. adaptivno T-celično terapijo, obliko 
imunoterapije, pri kateri iz pacientove krvi izoliramo limfocite. Limfocite TIL 
stimuliramo ex vivo, nato pa z ekspanzijo klonov izberemo tistega z najboljšim 
delovanjem in pomnožimo večje število limfocitov T, specifičnih za izbrani tumorski 
neoantigen (zanj zapisuje za tumor-specifično mutirani gen) [5]. Terapija s celicami TIL 
je uspešno ozdravila melanom, vendar je njihova proizvodnja kompleksna, delovanje pa 
odvisno od endogenega TCR, ki prepozna antigen. To je tudi vir dveh glavnih omejitev 
terapije s TIL; T-celični receptor mora biti kompatibilen s pacientovimi molekulami 
MHC, afiniteta TCR do tarčnega antigena pa je v mikromolarnem obsegu. Aktivacija in 
citotoksičnost tumor-specifičnih limfocitov T sta zato v manjšem obsegu [1]. Pri celicah 
CAR-T se zapis za himerni antigenski receptor izbranega tarčnega gena vstavi z 
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lentivirusnimi, retrovirusnimi ali transpozonskimi vektorji v izolirane limfocite T, 
razmnoži in nato z infuzijo vrne v pacienta [2]. 
1.2 Terapija s celicami CAR-T 
Celice CAR-T na površini izražajo umetno ustvarjeni himerni antigenski receptor, ki 
sestoji iz zunajcelične prepoznavne domene in znotrajcelične aktivacijske domene. 
Zunajcelična domena specifično prepozna izbrani antigen in je oblikovana iz 
enoverižnega variabilnega fragmenta monoklonskih protiteles (scFv) ali antigen-
vezavnega fragmenta (Fab) [5]. Receptorska selektivnost in afiniteta do antigena sta 
zato bolj podobni interakciji med protitelesom in antigenom kakor interakciji med 
receptorjem in ligandom (npr. TCR in peptid v kompleksu MHC) [3]. To ojača 
sposobnost vezave na tarčo in posledično omogoči večjo terapevtsko učinkovitost [2]. S 
transmembransko domeno je scFv povezana preko pregibne regije, ki dodatno omogoči 
konformacijsko fleksibilnost vezave antigena in aktivacijo receptorja. 
Transmembranska domena receptor sidra v membrano, hkrati pa s svojo velikostjo 
vpliva na imunogenost receptorja. Znotraj celice so aktivacijske domene, ki prenesejo 
signal ob vezavi antigena [3]. Mednje sodi signalna veriga CD3ζ, ki sproži T-celično 
aktivacijo in efektorske funkcije celi CAR-T [6]. Strukturo različnih generacij 
receptorjev CAR prikazuje slika 2. 
 
Slika 2: Struktura I, II in III. generacije receptorjev CAR, povzeto po [3, 6]. Motivi 
ITAM: aktivacijski motiv imunskih receptorjev, bogat s tirozini – veriga CDζ; 
kostimulatorni motivi: CD28, 4-1BB, OX40, ICOS. 
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I. generacija receptorjev CAR vsebuje eno znotrajcelično aktivacijsko domeno: verigo ζ 
kompleksa TCR. Zaradi (večje) klinične učinkovitosti so zato pri generacijah II. in III. 
dodane še druge aktivacijske/kostimulatorne domene, ki stimulirajo dodatne signalne 
poti: CD28 ali 4-1BB sta najpogostejši in omogočita več izločanja interlevkina 2 (IL-2) 
ter povečata proliferacijo terapevtskih celic, zaradi česar je obseg uničenja tumorja 
večji. Dodatno ojačenje kostimulatornih lastnosti omogočajo še druge domene (npr. 
CD27, OX40, ICOS…) [1, 6]. Zlasti III. generacija receptorjev sproži močno 
znotrajcelično signalizacijo, ojačajo se proliferacijske in preživetvene sposobnosti celic 
kot tudi njihova citotoksična aktivnost [2]. 
Antigen, na katerega se veže receptor CAR, ni predstavljen v sklopu kompleksa MHC 
(gre za MHC-neodvisno prepoznavanje antigena). To onemogoči nekatere mehanizme 
pobega rakavih celic imunskemu odgovoru (npr. zmanjšanje izražanja molekul MHC), 
poleg tega pa lahko receptor CAR prepozna tudi molekule ogljikovih hidratov ali 
lipidov, ne le peptidov [5]. Terapija je sicer omejena na molekule, ki se izražajo na 
površini celic, zaradi česar obstaja tudi verjetnost napada celic CAR-T na zdrave celice. 
Problematična je lahko tudi heterogena struktura receptorja. Imunski sistem pacienta se 
odzove na zunajcelični del receptorja in tako lahko celice CAR-T izločita iz krvožilnega 
sistema. To se optimizira z uporabo humaniziranega aminokislinskega zaporedja scFv 
[5], prav tako pa lahko hkratna raba različnih scFv (različna dolžina fragmenta in 
aminokislinsko zaporedje) za sicer isti antigen ojača vezavo antigena in posledično 
izboljša citotoksične lastnosti CAR-T-celic [5]. 
1.2.1 Univerzalna T-celična linija 
Predmet kliničnih študij in že odobrenih terapij je proizvodnja CAR-T-celic iz 
pacientovih lastnih limfocitov T. Večina klinično testiranih ali uporabljenih receptorjev 
cilja antigen CD19, ki se, značilno za levkemijo, v večjem obsegu izraža na površini 
limfocitov B. Protitumorska učinkovitost takih terapij je dosegla 70-90 % pri akutni B-
celični levkemiji, neodzivni na predhodno kemoterapijo [5]. Kljub temu je tak pristop k 
terapiji drag in zamuden, saj je za vsako zdravljenje potreben odvzem pacientovih 
limfocitov T, modifikacija, ekspandiranje in šele nato vrnitev z infuzijo. Antigen CD19 
se, v sicer manjši meri, pojavlja tudi na zdravih celicah B, kar lahko povzroči 
nespecifično aktivacijo receptorja in napad na zdrave celice. 
Ena izmed rešitev je razvoj univerzalne T-celične linije s himernim antigenskim 
receptorjem, pri čemer je ključno izbijanje genov za površinske antigene, da se prepreči 
vnetni odziv imunskega sistema pacienta, zavrnitev celic ali nastanek bolezni presadka 
proti gostitelju. Univerzalne CAR-celice nadomestijo avtologne, konvencionalne CAR-
T-celice, receptor pa se lahko vnese tudi v druge tipe imunskih celic: NK, NK-T in γδ-
T. Pri NK celicah je zanimiva naravna proti-tumorska aktivnost, saj vsebujejo 
receptorje, ki prepoznajo in uničijo tumorska tkiva že brez vstavljenega receptorja CAR, 
slednji pa njihovo citotoksičnost še ojača [5].  
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Tarčni genski zapisi za površinske antigene, katerih izbitje vodi k univerzalnosti T-
celične linije, so znani. Alogenost omogoči inaktivacija endogenega TCR (izbitje genov 
TRAC, TRBC, B2M ali vsaj utišanje izražanja), kar prepreči bolezen presadka proti-
gostitelju (GvHD) [5]. Dodatno je smiselno izbijanje tudi receptorjev ali ligandov na 
površini celic, ki negativno regulirajo delovanje T-celic. Taka sta s citotoksičnimi 
limfociti T asociiran protein 4 (CTLA-4) in protein programirane celične smrti 1 (PD-
1). Za oba so pokazali, da izbitje njunih genov ne vpliva na viabilnost celic, pri PD-1 je 
povečana proizvodnja IFNγ in s tem tudi citotoksičnost [7]. 
1.3 Regulacija celic CAR-T 
Z vidika varnosti je potrebna regulacija proliferacije in delovanja CAR T-celic. 
Preveliko število močno aktiviranih celic in posledično prekomerna aktivacija 
imunskega sistema lahko privede do citokinske nevihte (CRS), kar v končni fazi vodi v 
sistemski vnetni odziv (SIRS) in smrt pacienta. CRS je načeloma reverzibilni in 
ozdravljiv sindrom, ki ga povzročijo visoke prisotnosti provnetnih citokinov v krvi (IL-
6, IFNγ, TNFα). Kaže se s simptomi hipotenzije, vnetja, vročine, pacient lahko zapade 
tudi v delirij ali doživlja nevrološke napade [8].  
Celice CAR-T se lahko že na poti do tumorskih celic aktivirajo in delujejo nespecifično 
preko t.i. navzkrižnih interakcij, v katerih uničijo zdrave celice (ang. »off-tumor cross-
reaction«). Ob prehitri eliminaciji večjega števila tumorjev pride do sindroma lize 
tumorja, kar po prenehanju delovanja terapevtika povzroči obsežno nekontrolirano 
vnetje [8]. Ključnega pomena poleg optimizacije proizvodnje celic CAR-T je tako tudi 
ustrezna regulacija aktivnosti celic in njihove proliferacije. Poleg uporabe antagonistov, 
ki blažijo citokinske nevihte (inhibitorji citokinov, steroidi, vazopresorji) [6], so pristopi 
k regulaciji delovanja receptorjev CAR naslednji: 
• Receptor z nizko afinitetnim prepoznavanjem tarče: celice CAR-T se na tarčni 
antigen vežejo šibkeje, a zaradi prekomernega izražanja slednjega na tumorskem 
tkivu, še vedno dovolj specifično. Netarčni aktivnosti se sicer ne izognemo 
popolnoma, verjetnost uničenja zdravega tkiva je manjša [8]. 
• Implementacija »samomorilnih« stikal: terapevtske celice se ireverzibilno 
eliminirajo iz telesa, če so prekomerno aktivirane, ali če pride do hujšega 
imunskega odziva. Njihovo apoptozo sprožijo z malimi molekulami regulirane 
kaspaze [8].  
• Negativni koreceptorji: preprečijo citotoksični odziv celic, če se te vežejo na 
epitop zdrave celice. Taka prekomerna inhibicija lahko tudi prepreči končni cilj 
– uničenje tumorskega tkiva [8]. 
Med drugim se v razvoju regulatornega sistema, s katerim bi kontrolirali tako 
intenziteto kot tudi časovno komponentno citotoksičnosti celic CAR-T, znanstveniki 
nagibajo k uporabi malih organskih molekul. Z njimi lahko kontrolirajo 
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heterodimerizacijske sisteme, ki bi omogočili aktivacijo ali utišanje delovanja celic 
CAR-T. Ključno vlogo bi seveda ohranil receptor CAR, vendar bi bila populacija in 
aktivnost celic CAR-T odvisna od drugega dejavnika, kar bi omogočalo časovni nadzor 
in tudi reverzibilnost terapije [8, 9].  
1.3.1 Heterodimerizacijski sistemi in uravnavanje celične aktivacije 
Biološki procesi v celicah potekajo primarno zaradi specifičnih razdalj med proteini, ki 
jih mediirajo interakcijske domene (primeri: SH2, PHD, kromodomene, bromodomene). 
Sistemi CID (kemično inducirana dimerizacija) so orodje za nadzor in razumevanje 
bioloških procesov. Ključni akterji so majhne molekule, sposobne prehajanja 
plazmaleme, ki inducirajo vzpostavitev interakcije med izbranimi partnerskimi proteini, 
oz. na vsaki strani molekule vežejo del proteina. Tako lahko preučujemo delovanje 
receptorjev, inter- in intracelično signalizacijo, izločanje, glikozilacijo proteinov, 
sisteme CID (proteinski partnerji, uporabljeni v raziskovalnem delu, in ligandi so 
prikazani na sliki 3, shematska zgradba sistema CID pa na sliki 4) pa je možno 
izkoristiti tudi za uravnavanje genske terapije – z indukcijo dimerizacije podenot nekega 
transkripcijskega faktorja lahko aktiviramo ali utišamo terapevtsko relevantne gene [9]–
[11]. 
 
Slika 3: Heterodimerizacijski sistemi z ligandi. Povzeto po [9]. a) DmrA/Dmrc - 
kristalna struktura vezavne domene FK506 (človeški FKBP25), rapamicina in FRB 
domene mTOR (PDB: 5GPG); b) ABI1/PYL1: z vezano abscizinsko kislino, (PDB: 
3KDJ); c) GID1/GAI: receptor GID1 s transkripcijskim regulatorjem DELLA (GAI) in 
vezanim giberelinom (PDB: 2ZSH); d) rapamicin (PDB: RAP); e) abscizinska kislina 
(PDB: A8S); f) giberelin (PDB: GA3). 
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Najbolj uporabljan heterodimerizacijski sistem je sistem FKBP-FRB, ki deluje pod 
vplivom rapamicina in njegovih analogov (rapalogi). Rapamicin je protiglivni 
makrolidni antibiotik in se veže na FK506-vezavni protein (FKBP, velikosti 12kDa; 
FK506: imunosupresivno zdravilo Tacrolimus) in na FKBP-rapamicin-vezavni protein 
(FRB) [12]. Negativne lastnosti heterodimerizacijskega sistema FKBP-FRB so 
nestabilnost, toksičnost in cena rapamicina, prav tako pa je v celicah tudi ogromno 
endogenega sesalskega FKBP [10], ki se lahko vmeša v delovanje 
heterodimerizacijskega sistema. Delno se lahko to reši z uporabo rapalogov, pri čemer 
so ti pogosto dražji, na voljo pa je tudi komercialni sistem FKBP-FRB pod imenom 
iDimerize Inducibilni Heterodimerni System (Clontech). Pri tem sta ustrezna partnerja 
poimenovana DmrA in DmrC, dimerizacijo pa povzroči ligand, ki prehaja plazmalemo, 
t.i. A/C heterodimerizator. V celicah je netoksičen do koncentracije 1 μM, v miših do 30 
mg/kg [13]. 
Alternativno sistemom živalskega izvora so se raziskovalci obrnili k rastlinam. 
Abscizinska kislina je rastlinski fitohormon, del signalne poti, odkrite v Arabidopsis 
thaliana, ki kontrolira stresni odziv in razvoj rastline (ustavi kalitev, sproži tudi padanje 
listov jeseni). Veže se na pirabaktinsko regulatorno komponento monomernega 
receptorja ABA (oz. PYR, PYR1-like ali PYL) in s tem inhibira fosfatazo PP2C, kar 
vodi v aktivacijo ali represijo tarčnih genov. V sistemu CIP ABI/PYL abscizinska 
kislina zbliža receptor PYL s proteinsko fosfatazo ABI [9]. Toksični učinki abscizinske 
kisline na človeka niso znani, nahaja se v hrani (npr. v avokadu je 0,8 mg ABA na kg 
sveže teže sadeža) [10]. Abscizinska kislina ni omejena izključno na rastline. V spužvah 
sintezo ABA stimulira okoljski stres, kar vpliva na spremembo temperature v 
organizmu [14]. V sesalcih deluje kot provnetni citokin in preko cADPR (ciklična ADP-
riboza) stimulira aktivnost hematopoeskih in mezenhimatskih celic, celic prirojenega 
imunskega sistema in β-Langerhansove otočke v trebušni slinavki [15]. V granulocitih 
poveča koncentracijo ionov Ca2+ in s tem stimulira obrambne mehanizme, ki vodijo v 
uničenje patogena (fagocitozo, proizvodnjo ROS, NO, kemotakso ipd.) [14]. Ni znano, 
ali sistem CIP ABI-PYL1 ob dodatku v sesalske celice ne tekmuje za druga vezavna 
mesta endogenih proteinov, v kombinaciji s sistemom FRBP-FKB pa deluje neodvisno 
[10]. 
Sistem CIP GID1-GAI prav tako izhaja iz rastlin. Giberelin, rastlinski hormon, z vezavo 
na receptor sproži njegovo konformacijsko spremembo, kar omogoči vezavo ustreznega 
proteinskega partnerja [16]. V rastlinah sproži kalitev ter podaljševanje korenin preko 
heterodimerizacije GID1 z GAI [9]. Sistem GID1-GAI je ortologen sistemu FRBP-FKB 
in deluje na hitrejši časovni skali. Razvit je selektivnejši analog giberelina, GA3-AM, ki 
lahko prehaja plazmalemo sesalskih celic, aktivirajo pa ga esteraze, ki odcepijo estrski 
rep -AM [16]. 
Ti sistemi so med seboj neodvisni in predvsem sistema rastlinskega izvora načeloma 
nimata potencialnih tekmecev za vezavo v živalskih, oz. v človeških celicah. Na 
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ustrezne partnerske domene je z metodami rekombinantne DNA možno vezati domene, 
ki v celicah sprožijo (VPR) ali utišajo (KRAB) izražanje genov [10, 16].  
Tripartitni aktivator VPR sestoji iz domen VP64, p65 in Rta. Razvili so ga v 
kombinaciji z uporabo dCas9 (inaktivirana nukleaza Cas9 z ohranjeno DNA-vezavno 
sposobnostjo), pri čemer je daleč presegal delovanje posameznih hibridnih proteinov 
(npr dCas9-VP64, dCas9-p65 ali dCas9-Rta) [17]. Domena KRAB (Kruppel associated 
box) je represijska domena, sestavni del transkripcijskih faktorjev z motivom cinkovih 
prstov. Nahaja se na N-koncu proteinov cinkovih prstov tipa C2H2 in omogoča vezavo 
korepresorjev ali drugih transkripcijskih faktorjev, dokončno pa tak kompleks utiša 
izražanje tarčnih genov [18]. Slika 4 prikazuje shematsko zgradbo aktivacijske, oz. 
represijske domene v kombinaciji z enim izmed ustreznih partnerjev sistemov CID. 
Drugi ustrezni partner vsebuje tarčo, katere učinek želimo s sistemom CID regulirati. 
 
Slika 4: Shematska zgradba (splošnega) sistema CID. Induktorji: rapalog, ABA, 
giberilin; prva partnerska domena: DmrA, ABI, GAI; tarčni efektor: tNFAT21-593; 
druga partnerska domena: DmrC, PYL1, GID1; aktivacijska domena: VPR, represijska 
domena: KRAB. 
Med razvojem regulatornega sistema celic CAR-T je se torej smiselno usmeriti 
aktivacijske, oz. represijske domene na dejavnike, ki vplivajo na aktivacijo in pravilno 
delovanje limfocitov T. Ena izmed takih tarč je transkripcijski faktor NFAT, ki vpliva 
na izražanje IL-2 [19, 20]. 
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1.3.2 Signalizacija NFAT v limfocitih T 
Kalcijevi ioni (Ca2+) so med najbolj vsestranskimi signalizacijskimi dejavniki, hkrati pa 
»njihove« signalne poti omogočajo natančen in hiter odgovor na spremembe v celicah. 
Signalizacijo preko kalcijevih ionov sproži vezava liganda na receptorje na površini 
celic (aktivacija fosfolipaze C in sproščanje IP3 (inozitol-3-fosfat)), vezava IP3 na 
receptorje IP3 na površini endoplazemskega retikuluma (ER) in vdor kalcija v 
citoplazmo iz znotrajceličnih zalog v ER. Signalizacijsko kaskado prikazuje slika 5. 
 
Slika 5: Regulacija transkripcijskega faktorja NFAT s Ca2+, povzeto po [4, 20]. 
Fosforilacija serinskih ostankov ohranja NFATc v citoplazmi, Ca2+ ioni preko 
kalmodulina aktivirajo kalcinevrin, ki defosforilira NFATc. Ta se prenese v jedro, izhod 
iz jedra pa omogoča encim GSK3. Nastanek kompleksa NFATc-kalcinevrin-kalmodulin 
in delovanje posameznih komponent inhibirajo FK506, CsA, AKAP79, CHIP in razni 
virusni inhibitorji. MAPK, p38, MEKK, GSK3 so kinaze, ki fosforilirajo NFATc. 
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Koncentracija kalcijevih ionov, ki se sprostijo iz ER, pogosto ni dovolj visoka za 
aktivacijo določenih proteinov, zato je potreben tudi prehod ionov iz medceličnine [20]. 
Ob zadostni koncentraciji Ca2+ aktivirajo protein kalcinevrin v citoplazmi celic, ki 
defosforilira citoplazemske komponente transkripcijskega kompleksa NFAT (NFATc). 
Z defosforilacijo serinskih aminokislinskih ostankov na N-koncu proteinov NFATc, 
kalcinevrin inducira vnos NFATc v jedro. Fosforilirani serinski ostanki zakrivajo jedrni 
lokalizacijski signal (NLS), ki omogoči jedrno lokalizacijo sicer citoplazemskih 
komponent. Proteini NFATc se nato sestavijo v transkripcijski kompleks, ki se lahko 
veže na DNA in poleg NFATc vsebuje tudi v jedru že prisotne transkripcijske partnerje 
– represorje ali aktivatorje (npr. AP1; t.i. NFATn). Tak transkripcijski kompleks nato 
aktivira gene, povečini povezane z medceličnimi interakcijami (v celicah T: geni za IL-
2, IL-4 in ligand CD40) [19].  
Ključna je integracija dveh signalov. Prvega predstavljata Ca2+ in kalcinevrin (import 
NFATc), drugega pa v jedru aktivirani transkripcijski partnerji. Vlogo molekul NFAT 
so potrdili z uporabo ciklosporina A (CsA). Ta inhibira defosforilacijo in s tem 
onemogoči prenos NFAT v jedro [19]. Eksport NFATc iz jedra nadzorujejo kinaze, ki 
se nahajajo v jedru (GSK3; v citoplazmi pa p38, kinaze MAP, MEKK-1 ipd) [20]. 
Aktivacijo NFAT s Ca2+ prikazuje slika 5. 
Znanih je 5 proteinov družine NFAT, za delovanje limfocitov T so relevantni NFAT1, 2 
in 4 [19], saj omogočijo proizvodnjo citokinov (IL-2, IL-4, TNFα), površinskih 
ligandov (CD40, Fas) in tudi signalizacijo T-celičnega receptorja. Regulatorne regije v 
limfocitih T namreč vežejo transkripcijske komplekse NFAT na najmanj dveh mestih 
(promotor IL-2 in element CLE0 v promotorju GM-CSF). Zaradi tega pride ob 
stimulaciji TCR in delovanju NFAT tudi do povečanega izražanja IL-2 [19, 20]. S 
signalizacijo preko kompleksov NFAT je povezana tudi neodzivnost limfocitov T ob 
stimulaciji TCR (tudi toleranca, oz. anergija in T-celično izčrpanje). Anergično stanje je 
pogojeno z integracijo signalov – odsotnost enega izmed signalov (TCR, odsotnost Ca2+ 
ipd) vodi v neodzivnost, slednjo pa lahko prepreči dodatek CsA [19].  
Transkripcijski kompleks NFAT ima pomembno vlogo v delovanju limfocitov T, tako 
pri aktivaciji kot tudi pri anergiji. Modificiran NFAT, kombiniran s proteinskimi 
partnerji sistemov CIP, bi lahko aktivacijsko ali represijsko domeno usmeril na 
primerno regulatorno mesto v jedru limfocitov. Heterodimerizacijo NFAT in 
aktivacijske (represorske) domene bi omogočil dodatek ustreznih regulatorjev 
heterodimerizacije. 
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2 Namen dela  
Cilj naloge je bil oblikovanje oblike transkripcijskega faktorja NFAT z možnostjo 
aktivacije ali represije tarčnih genov. V okviru dela smo tako na osnovi znanih 
heterodimerizacijskih sistemov pripravili in okarakterizirali naslednje konstrukte: 
• fuzija skrajšanega transkripcijskega faktorja NFAT (tNFAT21-593; brez 
transaktivacijske domene B) s prvim proteinskim partnerjem (DmrA, ABI ali 
GAI), 
• fuzija ustrezne partnerske domene (DmrC, PYL ali GID1) z aktivacijsko 
tripartitno domeno VPR, 
• fuzija ustrezne partnerske domene z represijsko domeno KRAB. 
Konstrukte smo pripravili z metodami rekombinantne DNA v celicah E. coli ter 
preizkusili v celičnih linijah HEK293T in Jurkat. Pri tem smo v ospredje postavili 
naslednje lastnosti konstruktov, ki so tudi hipoteze raziskovalnega dela: 
• Ob dodatku ustreznega kemičnega induktorja pride do heterodimerizacije 
domen, prenosa transkripcijskega faktorja na osnovi NFAT v jedro in do 
aktivacije ali represije transkripcije IL-2. 
• Različna razmerja dodatkov fuzijskih partnerjev povečajo/zmanjšajo izražanje 
tarčnega gena. 
• Celice ohranijo viabilnost ob dodatku plazmidov z zapisi za oblikovane 
proteinske partnerje in ob dodatku kemičnih induktorjev. 
• Regulatorni sistem deluje v celicah z izraženim receptorjem CAR in vpliva na 
aktivacijo celic CAR-T. 
Končni cilj raziskovalnega dela, v okviru katerega sem opravljala eksperimente za 
namen magistrske naloge, je vpliv na aktivacijo ali represijo terapevtskih celic CAR-
T preko uporabe regulatornih sistemov na osnovi umetno pripravljenega 
transkripcijskega faktorja NFAT. 
V ta namen sem v prvem letu magistrskega študija v okviru raziskovalnega dela 
preizkušala konstrukte za razvoj univerzalne celične linije CAR-T. Na celičnih linijah 
HEK293 in Jurkat sem potrdila delovanje konstruktov za izbitje zapisov za proteine 
TCRα, TRCβ, B2M in CTLA-4 s pomočjo sistema CRISPR/Cas9. Rezultati 
eksperimentov so v prilogi. 
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3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
Pri raziskovalnem delu smo uporabljali laboratorijsko opremo, navedeno v preglednici 
3.1, pufre, navedene v preglednici 3.2 ter komercialno dostopne kemikalije, komplete 
reagentov in protitelesa, navedene v preglednicah 3.3, 3.4 in 3.5. Za gojenje organizmov 
(preglednica 3.7) smo uporabljali gojišča, navedena v preglednici 3.6. 
Preglednica 3.1: Laboratorijska oprema s proizvajalci 
Proizvajalec Oprema 
Applied Biosystems naprava za PCR (Veriti Thermal Cycler) 
Assistant Reamix mešalo ("vortex") 
Bemis parafilm 
Berthold Detection Systems naprava za merjenje luminiscence (Orion II 
Microplate luminometer) 
Biometra transiluminator (Ti 3) 
BioRad sestavni deli naprave za NaDS-PAGE; sestavni 
deli naprave za prenos western 
BioTek naprava za branje mikrotitrskih plošč 
(SynergyMx) 
Canon fotoaparat za fotografiranje agaroznih gelov 
Corning Incorporated mikrotitrske plošče (96 vdolbinic, bele, 
prosojno dno) 
DNR Bioimaging Systems naprava za fotografiranje agaroznih gelov 
Eppendorf centrifuga velika; centrifuga namizna, 
multikanalne pipete, pipete Research plus, 
nastavki za pipete, termoblok Thermomix C 
Gilson pipete 
Gorenje hladilnik, mikrovalovna pečica za segrevanje 
agaroznih gelov, zamrzovalnik -20 °C 
Greiner nastavki za pipete 
Hettich Zentrifugen velika centrifuga (universal 320R) 
Hoefer Scientific Instruments naprava za agarozno gelsko elektroforezo (vir 
napetosti PS 500X) 
Horizon kad za agarozno gelsko elektroforezo 
Kern tehtnica za tehtanje agaroze 
Kimberly-Clack plastične rokavice 
Liebherr profiline zamrzovalnik -20 °C 
MWG Biotech naprava za PCR Primus 
Nalgene stojala za mikrocentrifugirke 
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Sanyo zamrzovalnik -80 °C 
Sarstedt mikrocentrifugirke (1,5; 2 mL), falkonke 
(15 mL), nastavki za pipete 
Syngene naprava za slikanje nitroceluloznih membran 
(G:box) 
Tecan naprava za spiranje mikrotitrskih plošč 
(HydroSpeed) 
Thermo Fischer Scientific naprava za štetje celic Countess, objektna 
stekla Countess, naprava za elektroporacijo 
Neon Transfection System in dodatki 
(epruvete, pipeta, nastavki za pipete), 
inkubator, spektrofotometer NanoDrop ND-
1000 
TPP Techno Plastic Products AG plošče za inkubacijo celic (6-12 vdolbin), 
posode za inkubacijo celičnih kultur (25 cm2, 
navojni zamašek) 
VWR serološke pipete (5, 10, 25, 50 mL) 
Preglednica 3.2: Pripravljeni pufri 
Pufer Sestava 
10x PBS 1,7 M NaCl, 34 mM KCl, 100 mM NaH2PO4, 
18 mM KH2PO4, pH 7,4 
4x reducirajoči pufer (NaDS PAGE) 250 mM Tris/HCl pH 6.8, 8 % SDS, 40 % glicerol, 
20 % β-merkaptoetanol, 0.04 % bromofenil modro 
50x TAE pufer (AGE) 40 mM Tris, 20 mM ocetna kislina, 1 mM EDTA 
5x pufer RAPID 66 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1mM DTT, 1mM 
ATP, 6 % PEG 6000, pH 7,6 
6x nanašalni pufer (AGE) 0,25 % bromofenil modro, 0,25 % ksilencianol, 
40 % (w/v) glukoza 
5x luciferazni pufer  20 mM HEPES, 8 mM MgCl2·6H2O, 0,2 mM 
EGTA Na, 2 mM NaF, pH 7,8 
2x pufer Renilla 7,5 mM Na4PPi, 50 mM NaH2PO4·H2O, 250 mM 
NaCl, 5 mM CDTA, pH 5,0 
10×pufer TBE 108 g Tris, 55 g H3BO3, 40 mL 0,5 M EDTA, do 
1 L voda DEMI, pH 8,0 
pufer za kloniranje po Gibsonu pufer ISO (25 % PEG-8000, 500 mM Tris-HCl, pH 
7,5, 50 mM MgCl2, 50 mM DTT, 1 mM dNTP, 
5 mM NAD), 10 U/μl eksonukleaza T5, 2 U/μl 
DNA polimeraza Phusion, 40 U/μl ligaza Taq 
pufer za prenos western 25 mM Tris, 192 mM glicin, 20% metanol, pH 8,3 
pufer za spiranje PBST (ELISA) 1 × PBS, 0,05 % Tween 20 
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raztopina za ustavitev ELISE 11,5 mL H3PO4, 100 mL MQ 
Preglednica 3.3: Kemikalije s proizvajalci 
Proizvajalec Kemikalija 
BioWhittaker FBS 
eBioscience 1 × ELISA/ELISASPOT diluent 
Gibco Life Technologies PBS brez Ca2+, Mg2+ (10 ×, pH 7.4) 
Gold Bio agar 
Integrated DNA Technologies uporabljeni oligonukleotidi 
Kemijski inštitut led 
Life Technologies Sybr Gold (barvilo za DNA PAGE) 
Merck etanol, voda MilliQ, DMSO 
New England Biolabs DNA polimeraza Phusion HS II, pufer NEB2, T4 
DNA ligaza, T4 DNA ligazni pufer, T7 
endonukleaza 1, restriktaza Bbs I, pufer NEBuffer 
2.1 
Polyplus Transfectin reagent za transfekcijo jetPEI (polietilenimin) 
Promega luciferin, 5 × pasivni pufer za lizo celic 
Roche tripsin 
Sigma Aldrich abscizinska kislina, akrilamid, APS, CaCl2, etidijev 
bromid, GA3M, kalcijev ionofor, pcDNA3, PMA, 
proteinski standardi BSA, rapamicin, TEMED 
Stemcell ImmunoCult Human CD3/CD28 T Cell Activator 
Thermo Fischer Scientific 5 × pufer HF, 6 × nanašalni pufer, lestvice za AGE 
(Gene Ruler 1kb, Gene Ruler Mix), i-Block, 2 × 
polimeraza Dream Taq, mešanica dNTP, lestvica za 
NaDS PAGE (Page Ruler Plus 10-250 kDa), 
detekcijski reagenti za prenos western (SuperSignal 
West Femto Substrate, SuperSignal West Pico 
Substrate), barvilo triptan modro (0,4 %) 
VWR SDS 
Preglednica 3.4: Komercialno dostopni kompleti reagentov s proizvajalci 
Proizvajalec Komplet reagentov 
Qiagen komplet reagentov za izolacijo genomske DNA 
(DNeasy Blood and Tissue Kit) 
Roche komplet reagentov za LDH 
Thermo Fischer Scientific komplet reagentov za izolacijo maxiprepov (PureLink 
HiPure Plasmid DNA Purification Kits), komplet za 
izolacijo plazmidov (GeneJet Plasmid Miniprep Kit), 
komplet za transfekcijo celic Neon Transfection 
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System, komplet reagentov za čiščenje produktov PCR 
iz gela / restrikcijskih reakcij (GeneJet Extraction Kit) 
Preglednica 3.5: Komercialno dostopna protitelesa s proizvajalci 
Proizvajalec Protitelo 
Abcam kozje poliklonsko proti začje protitelo IgG (2° za 
Myc) 
Jackson ImmunoResearch  kozje proti zajčje protitelo IgG (2° za His) 
Sigma Aldrich mišje protitelo IgG proti oznaki His (1° za His) 
Qiagen mišje protitelo proti oznaki Myc (1° za Myc) 
Thermo Fisher Scientific komplet reagentov za določanje človeškega IL-2 
(IL-2 Human ELISA kit) 
Preglednica 3.6: Uporabljena gojišča, proizvajalci in sestava 
Proizvajalec Gojišče 
Gibco Life Technologies DMEM z 10 % FBS in 1 g/L glukoze, RPMI z 
10 % FBS 
Kemijski inštitut tekoče gojišče LB (40 % tripton, 20 % kvasni 
ekstrakt, 40 % NaCl), plošče LBA 
Preglednica 3.7: Uporabljeni organizmi z genotipom/opisom in virom 
Bakterijski 
organizmi 
Genotip Vir  
Escherichia coli,  
sev TOP10 
 
F-/ mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), φ80lacZΔM15, 
ΔlacX74, nupG, recA1, araD139, Δ(ara-leu)7697, 
gal U, galE15, galK, rpsL(StrR), endA1 
Zbirka sevov 
na Kemijskem 
inštitutu 
Ljubljana 
Celične linije Opis Vir  
HEK293-T  trajna celična kultura človeških embrionalnih 
ledvičnih celic, vsebuje zapis za veliki antigen T 
SV40, ki omogoča episomsko pomnoževanje 
plazmidov z ori SV40. 
Zbirka sevov 
na Kemijskem 
inštitutu 
Ljubljana 
Jurkat trajna celična kultura človeških limfocitov T.  
Raji trajna celična kultura človeških limfocitov 
Burkittovega limfoma (B-limfociti). 
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3.2 Metode 
3.2.1 Sterilizacija materiala 
Uporabljene raztopine, gojišča, steklovino in drugi material za gojenje sesalskih celic in 
celic E. coli smo sterilizirali po ustaljenih postopkih. Sterilizacijo v avtoklavu smo 
izvajali 20 min pri 121 °C in 1,2 × 105 Pa. Toplotno občutljive snovi smo sterilizirali s 
filtracijo skozi filter s porami premera 0,2 μm. 
3.2.2 Priprava genskih konstruktov  
Plazmidne konstrukte heterodimerizacijskih partnerjev (shematsko so navedeni na sliki 
4.2) smo pripravili po metodi molekulskega kloniranja po Gibsonu, konstrukte za razvoj 
univerzalne celične linije pa klasično, z restrikcijo in ligacijo fragmentov DNA 
(navedeni so v prilogi). Reakcijske mešanice (pomnoženi fragmenti DNA in encimi za 
lepljenje po Gibsonu, oz. ligacijske mešanice) smo transformirali v bakterijski sev E. 
coli TOP10, posamezne transformante namnožili v tekočih gojiščih LB in izolirali 
plazmidno DNA s kompletom reagentov GeneJet Plasmid MiniPrep Kit (Thermo 
Fischer Scientific) po navodilih proizvajalca. Ustreznost nukleotidnega zaporedja smo 
preverjali s sekvenciranjem po Sangerju pri podjetju GATC Biotech. 
3.2.2.1 Verižna reakcija s polimerazo 
Fragmente smo pomnoževali z DNA polimerazo Phusion HS II po protokolu, 
navedenem v preglednici 3.7 in sliki 6. 
Preglednica 3.7: Reakcijska mešanica za 1 verižno reakcijo s polimerazo 
Reagent Količina Volumen (μL) 
Matrica 100 ng določiš glede na koncentracijo 
dNTP (10 mM))  4  
5x HF pufer  10  
Smerni oligonukleotid (20 μM)  1  
Protismerni oligonukleotid (20 μM)  1  
DNA polimeraza Phusion HS II  0,7  
DMSO  1  
MQ  dopolniš do končnega 
volumna: 50 μl 
DNA polimeraza Phusion HS II 15 kbp pomnoži v 15 s, čas pomnoževanja smo 
prilagodili dolžini fragmenta, temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov pa glede 
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na razmerje med nukleotidi v posameznem smernem/protismernem oligonukleotidu po 
enačbi 1.  
𝑇𝑚 (°𝐶) = 4(š𝑡. 𝐺 + š𝑡. 𝐶) + 2(š𝑡. 𝐴 + š𝑡 𝑇) (1) 
 
Slika 6: Potek verižne reakcije s polimerazo.  
3.2.2.2 Agarozna gelska elektroforeza in čiščenje fragmentov iz gela 
Pomnožene reakcijske mešanice PCR z nanašalnim pufrom smo nanesli v vdolbinice 
1 % (w/v) agaroznega gela (1 g suhe agaroze v 100 mL 1 × pufra TAE, 7 μl etidijevega 
bromida). Kot standard smo uporabljali lestvici GeneRuler Mix ali GeneRuler 1kb, 
elektroforeza je potekala pri konstantni napetosti 120 V 30-40 min. Velikost smo glede 
na standard določili s slikanjem gela pod UV svetlobo. 
Fragmente ustreznih velikosti smo s skalpelom izrezali iz gela, prenesli v 2 mL 
mikrocentrifugirko in nato izolirali DNA po protokolu kompleta reagentov GeneJet 
Extraction Kit (Thermo Fischer Scientific). Koncentracijo izolirane DNA smo določali s 
spektrofotometrom NanoDrop. 
3.2.2.3 Lepljenje fragmentov po metodi Gibson 
Izbrane fragmente DNA in plazmidne vektorje smo pomnožili v reakciji PCR z 
ustreznimi smernimi in protismernimi oligonukleotidi in jih analizirali z AGE. V 
pripravljeno reakcijsko mešanico, oz. v pufer za kloniranje po Gibsonu smo dodali do 
100 ng celotne DNA (vseh fragmentov/vektorjev, masno razmerje 1:1 fragmenti:vektor) 
in nato inkubirali 1 h pri 50 °C.  
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Lepljenje po Gibsonu temelji na homolognem združevanju dveh (ali več) fragmentov 
DNA v eni reakcijski mešanici, pri isti temperaturi. Fragmenti se pomnožijo z 
oligonukleotidi oblikovanimi tako, da vsebujejo vsaj 40 homolognih bp in da na 
matrično DNA nalegajo z vsaj 20-40 bp. V reakcijski mešanici (1 h, 50 °C) nato 
eksonukleaza T5 v smeri 5' → 3' razreže dvoverižno DNA na homolognih koncih 
fragmentov, da nastanejo enoverižni. Ti se med seboj spontano prilegajo drug na 
drugega, polimeraza Phusion pa doda na prazna mesta ustrezne nukleotide. Fragmente 
med seboj nato poveže ligaza Taq s tvorbo fosfodiestrskih vezi [21]. 
3.2.2.4 Restrikcija-ligacija 
Konstrukti za univerzalno celično linijo so bili pripravljeni s klasičnimi postopki 
molekulskega kloniranja. V že pripravljen razrezan vektor px330 (vsebuje promotor 
mU6, pod katerim se izraža sgRNA, in promotor CMV, pod katerim se izraža že 
vstavljen zapis za protein Cas9) smo z ligacijo vstavili kaseto s sgRNA za izbrane tarče. 
Slednjo smo pripravili s prileganjem komercialno pridobljenih oligonukleotidov (po 
10 μl 100 μM vsakega oligonukleotida, cikli denaturacije in renaturacije celokupno 
trajajo 1 h 30 min). Prilegajoči se konci vektorjev in vključkov so pogoj za uspešno 
ligacijo. Lahko se pridobijo z restrikcijsko reakcijo ali pa so del naročenih 
oligonukleotidov. Preglednici 3.8 in 3.9 prikazujeta reakcijski mešanici za restrikcijo in 
ligacijo.  
Preglednica 3.8: Reakcijska mešanica za restrikcijo  
Reagent Količina 
Restriktaza Bbs I do 1 μl (običajno 0,5 μl) 
Pufer NEBuffer 2.1 (10 ×) 5 μl na encim (tj. 2 μl, če sta 2 encima) 
Vektor z zaželenim zaporedjem po potrebi glede na ligacijsko reakcijo (npr. 1 μg) 
MQ do končnega volumna 50 μl 
Pri restrikcijski reakciji je potrebno izbrati restriktaze, ki se ujemajo z restrikcijskimi 
zaporedji na vektorju z zaželenim zaporedjem, njihov volumen pa se prilagodi količini 
DNA, oz. glede na navodila proizvajalca (po definiciji: 1 enota encima reže 1 μg DNA v 
1 h v 50 μl reakcijskem volumnu). Izbira restrikcijskega pufra prav tako sloni na 
priporočilih proizvajalca. Restrikcijsko mešanico se nato 1 h inkubira pri 37 °C, po 
inkubaciji pa očisti s kompletom reagentov GeneJet Extraction Kit (Thermo Fischer 
Scientific). 
  
Špela Malenšek, Imunoterapija raka: regulacija T-celic z dizajniranim transkripcijskim faktorjem NFAT 
20 
Preglednica 3.9: Reakcijska mešanica za ligacijo 
Reagent Količina 
Razrezan vektor 100 ng 
Vključek  po potrebi glede na velikost končnega produkta 
5 × pufer rapid 4 μl 
Ligaza T4 1 μl 
MQ do končnega volumna 20 μl 
Po 20 min inkubaciji na sobni T smo ligacijsko mešanico transformirali v celice E. coli 
TOP10. Količino vključka se izračuna po enačbi 2. Količina inserta (ng) se doda v 10x 
presežku, glede na maso odprtega vektorja (100 ng) in dolžino inserta ter končnega 
ligacijskega produkta (enota za dolžino: št. bp). 
𝑚𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 =
𝑚𝑣𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟 ∗ 𝑙𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡
𝑙𝑙𝑖𝑔𝑎𝑐𝑖𝑗𝑠𝑘𝑖 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑘𝑡
∗ 10 
(2) 
3.2.3 Transformacija celic E. coli, izolacija plazmidov 
Tako reakcijske mešanice lepljenja fragmentov po Gibsonu kot posamezne plazmide 
smo transformirali po enakem protokolu. Celice E. coli TOP10 se najprej na ledu 
odmrznejo (20-30 min), doda se ligacijska mešanica, oz. ustrezna koncentracija 
plazmida, sledi inkubacija na ledu (30 min) in toplotni šok: 2 min, 42 °C. Po toplotnem 
šoku se celice inkubirajo 2 min na ledu, doda se sterilno tekoče gojišče LB in stresa 1 h 
na 37 °C, 500 RPM. Po inkubaciji smo celice centrifugirali (3 min, 5000 g), pelet 
resuspendirali v 50 μl gojišča LB in nanesli na plošče LB s selekcijskim markerjem 
ampicilinom (vsi uporabljeni plazmidi, oz. razrezani vektorji so vsebovali zapis za 
odpornost na antibiotik ampicilin). Slednje se inkubira čez noč (37 °C). Naslednji dan 
smo posamezne kolonije precepili v tekoča gojišča LB (10 mL, dodatek 10 μl 
ampicilina), ponovno inkubirali čez noč (37 °C, 200 RPM) in naslednji dan izolirali 
plazmide s kompletom reagentov GeneJet Plasmid MiniPrep Kit (Thermo Fischer 
Scientific) po navodilih proizvajalca. Ustreznost nukleotidnega zaporedja smo preverjali 
s sekvenciranjem po Sangerju pri podjetju GATC Biotech (450 ng DNA, 1,25 μl 20 M 
oligonukleotida, dopolniš do 10 μl z MQ).  
Za pridobivanje večjih količin plazmidov (>3000 ng/μL, uporaba: elektroporacija celic 
Jurkat), smo s posameznimi kolonijami nacepili 100 mL gojišča LB (2,5 g substrata LB 
v 100 mL vode DEMI, avtoklavirano), pri čemer se doda 100 μl ampicilina in nato 
nacepljena gojišča inkubira čez noč (37 °C, 150 RPM). Plazmide se nato naslednji dan 
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izolira s kompletom reagentov PureLink HiPure Plasmid DNA Purification Kits 
(Thermo Fischer Scientific) po navodilih proizvajalca. 
3.2.4 Gojenje in transfekcija celic HEK293-T 
Celice HEK293-T smo gojili v gojišču DMEM (1 g/L D-glukoze in dodan 10 % FBS), 
v inkubatorju pri 37 °C, 95 % vlažnosti in 5 % CO2, v gojitvenih posodicah za rast 
celičnih kultur. Na 2-3 dni, oz. ob konfluentnosti 90 %, smo celice razredčili / nacepili 
na gojitvene plošče z vdolbinicami (6 /12 / 24 – odvisno od potrebe eksperimenta). 
Celicam se pri tem najprej odstrani gojišče in se jih nato spere s 5 mL PBS (odstranitev 
ostankov gojišča, ki bi inhibirali tripsin). Nato se doda 3 mL tripsina, inkubiral 2 min 
(razkroj adhezivnih proteinov celic; te se odlepijo od površine) in ob dodatku 7 mL 
gojišča resuspendira, prenese v 10 mL centrifugirko in centrifugira (5 min, 250 g). 
Supernatant smo odstranili, celice pa resuspendirali v ustreznem volumnu (npr. 10 mL) 
in če je bilo potrebno, določili število celic. Del celic (10 %) smo vrnili v stekleničko za 
gojenje in dodala ustrezno količino gojišča (do končnega volumna 10 mL). Število celic 
smo določali z napravo za štetje celic Countessa. 10 μl celične suspenzije smo dodali 
10 μl barvila triptan modro in nato 10 μl mešanice odpipetirali na objektno steklo 
Countessa, ki se vstavi v napravo za štetje. Zasnovo eksperimentov s celicami HEK293-
T prikazuje slika 7. 
 
Slika 7: Stimulacija celic HEK293-T. Mikrotitrska plošča s 96 vdolbinicami. 
Na mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami smo nacepili celice v koncentraciji 1,5 *10^4 
celic na vdolbino, 100 μl. Po prekonočni inkubaciji smo celice transficirali z reagentom 
PEI (kationski polimer polietilenimin; 12 μl PEI na 1000 ng DNA) in plazmidi. Reagent 
se redči v 150 mM NaCl in doda predhodno pripravljenim plazmidom (redčeni v 
150 mM NaCl). Po 20 min inkubaciji smo nato dodali 20 μl transfekcijske mešanice v 
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vsako vdolbino plošče. Plazmide smo v vseh eksperimentih pripravljali v triplikatih 
glede na koncentracijo dodane DNA ter glede na reakcijske pogoje v gojišču 
(stimulacija s kalcijevim ionoforom in/ali induktorjem). Pri menjavi gojišča smo 
polovici celic dodali 5 μM kalcijevega ionofora in 2 mM CaCl2, polovico pa ohranili 
nestimulirano. V obeh skupinah smo polovici celic (celokupno četrtinam celic) dodali 
tudi induktor (ABA 50 μM, GIB 10 μM, RAP 1 μM). 
3.2.5 Gojenje in elektroporacija celic Jurkat 
Celice Jurkat smo gojili v gojišču RPMI (dodan 10 % FBS) pri 37°C, 95 % vlažnosti in 
5 % CO2, v gojitvenih posodicah za rast celičnih kultur. Na 3 dni smo celice redčili / 
nacepili na gojitvene plošče v vdolbinice (6, 12 – po potrebi). Celice se pri tem 
prenesejo v 15 mL falkonko, centrifugirajo (5 min, 250 g), spirajo s PBS (5-10 mL; za 
elektroporacijo se uporabi PBS brez Ca2+ in Mg2+), ponovno centrifugirajo in nato 
resuspendirajo v ustreznem volumnu svežega gojišča, oz. pufru za elektroporacijo. 
Število celic smo določali z napravo za štetje celic Countessa. 
Elektroporacijo smo izvajali v triplikatih z napravo za elektroporacijo Neon 
Transfection System pri pogojih 1350 V, 10 ms, 3 pulzi po protokolu proizvajalca. Pred 
elektroporacijo smo celice sprali s pufrom PBS, ki ne vsebuje ionov (ti povzročijo 
nastanek iskre pri elektroporaciji, kar celice pobije). Po določanju potrebnega števila 
celic, smo jih resuspendirali v ustreznem volumnu pufra za elektroporacijo T. K 
mešanici plazmidov za elektroporacijo smo dodali 100 μl celične suspenzije (oz. 330 μl 
za triplikat) in nato po elektroporaciji celice odpipetirali na plošče z 12 vdolbinicami. 
En dan po elektroporaciji se celice stimulirajo s PMA (forbol miristat acetat, 50 ng/mL), 
reagentom ImmunoCult (50 ng/mL) in dodatkom induktorja (po potrebi glede na 
eksperiment). 
3.2.6 Gojenje in uporaba celic Raji 
Celice Raji smo uporabili za zadnji eksperiment s celicami Jurkati z izraženim 
receptorjem CD19-CAR. Kakor celice Jurkat, se tudi Raji gojijo v gojišču RPMI (dodan 
10 % FBS) pri 37°C, 95 % vlažnosti in 5 % CO2, v stekleničkah za rast celičnih kultur. 
Na 2-3 dni se celice redčijo ali precepljajo, pri kokulturah s celicami CD19-CAR Jurkat 
so na gojitvene plošče s 6 (12, 24) vdolbinicami nanešene v razmerju 10:1 (efektor:tarča 
– CD19-CAR Jurkat : CD19+ Raji). 
3.2.7 Dvojni luciferazni test 
Po transfekciji celic HEK293-T (dan 1), menjavi gojišča in stimulaciji (dan 2), smo 
celice lizirali (dan 3) z 1 × pufrom za lizo celic ter jih shranila na -80 °C. Za merjenje 
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luciferazne aktivnosti smo plošče odmrznili, v vmesnem času pa pripravili reakcijski 
luciferazni pufer in reakcijski pufer Renilla (za meritve 3 plošč): 6,5 mL 2 × pufru 
Renilla sem dodala 6,5 mL vode MQ in 100 μl CTZ (coelentrazin: 0,001 mM, 
raztopljen v 100 μl metanola). 2,6 mL 5 × luciferaznemu pufru sem dodala 1,3 μl DTT 
(16,67 mM), 130 μl ATP (0,44 mM), 130 μl CoA (0,23 mM), 10,4 mL vode MQ in 
100 μl luciferina (0,39 mM). 
Aktivnost obeh encimov (fLuc, rLuc) smo merili z luminometrom Orion, relativno 
luciferazno aktivnost pa določili z normalizacijo glede na vrednost Renilla istega 
vzorca. Rezultati dvojnega luciferaznega testa (v enotah RLU) tako predstavljajo 
povprečje (in standardno deviacijo) treh paralelnih meritev istega eksperimenta.  
3.2.8 ELISA za detekcijo IL-2 
Prisotnost IL-2 v supernatantu celic Jurkat smo določali s testom ELISA po navodilih 
proizvajalca. Zaporedje dodanih protiteles, vzorca in detekcijskih reagentov je 
prikazano na sliki 8. 
 
Slika 8: Potek ELISE za detekcijo IL-2. Povzeto po [22]. 
Dan pred izvedbo smo pripravili ploščo s 96 vdolbinicami (plošča za ELISO). Nanjo 
smo nanesli 250 × redčeno lovilno protitelo za IL-2 (50 μl/vdolbina; redčeno v 
prekrivnem pufru (ang. coating buffer) in jo shranili na 4 °C. Ploščo se naslednji dan 
spira (odstranitev nevezavnih protiteles) in nato nezasedena vezavna mesta blokira v 1 × 
pufru ELISA diluent. Po inkubaciji in spiranju smo na ploščo nanesli standard ter 
vzorce in ponovno inkubirali. Po spiranju smo nanesli 250 × redčena detekcijska 
protitelesa (primarno protitelo proti drugemu epitopu na IL-2; redčeno v 1 × ELISA 
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diluent). Po inkubaciji in spiranju smo dodali sekundarna protitelesa s konjugirano 
hrenovo peroksidazo (redčena 250 × v 1 × ELISA diluent) in 30 min inkubirali pri sobni 
T v temi. Po spiranju (odstranitev odvečnih sekundarnih protiteles) smo dodali substrat 
TMB. Encimsko reakcijo smo po 15 min (oz. prej po potrebi glede na spremembo 
barve) ustavili z 1 M H3PO4 in pomerili absorbanco vzorcev pri 450 nm. Iz absorbance 
in znanih koncentracij standardov smo lahko določili umeritveno krivuljo, glede na 
slednjo pa kvantificirali koncentracijo IL-2. 
3.2.9 Test LDH 
Test LDH, oz. koncentracijo sproščene laktat dehidrogenaze smo določalo s kompletom 
reagentov za detekcijo citotoksičnosti (reagent s katalizatorjem in mešanico NAD+, 
reagent z INT in Na-laktatom). Reakcije, ki potečejo, prikazuje slika 9. Encim laktat 
dehidrogenaza se pri celični smrti preko fragmentirane celične membrane sprosti v 
zunanjost – medij. Ob dodatku reagentov encim ob oksidaciji laktat v piruvat reducira 
NAD+ v NADH/H+. Katalizator diaforaza prenese vodikova protona z NADH/H+ na 
tetrazolijevo sol INT, ki se reducira v formazan, barvilo z absorpcijskim maksimumom 
pri 500 nm [23]. 
 
Slika 9: Reakcije ob testu LDH za določanje citotoksičnosti. Povzeto po [23].  
Vzorce (supernatant celic Jurkat) smo nanesli na mikrotitrsko ploščo z 96 vdolbinicami, 
pri čemer sem kot negativno kontrolo uporabili supernatant neelektroporiranih celic, kot 
pozitivno kontrolo pa supernatant celic, ki smo jim dodala 10 μl 2 % tritona X-100. 
100 μl vzorca smo dodala 100 μl mešanice reagentov (2,5 μl : 112,5 μl (katalist : 
barvilo) na vzorec), barva se je razvila pri sobni temperaturi (10 – 30 min). Nato smo 
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izmerili absorbanco pri 490 nm. Relativno vrednost citotoksičnosti smo izračunala po 
enačbi 3. 
𝐶𝑖𝑡𝑜𝑡𝑜𝑘𝑠𝑖č𝑛𝑜𝑠𝑡 (%) = [
𝐴𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐 − 𝐴𝑛𝑒𝑔.  𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑎
𝐴𝑝𝑜𝑧.  𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑎 − 𝐴𝑛𝑒𝑔.𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑎
] ∗ 100  
(3) 
3.2.10 NaDS PAGE in prenos western 
3.2.10.1 Priprava vzorcev in BCA 
Vzorci za NaDS PAGE so celični lizati celic, ki smo jih predhodno transficirali s 
100 μM plazmidi. Celice smo liziralo s 100 μl pasivnega pufra za lizo in nato do 
uporabe shranili na -80 °C. Celotni lizat smo nato 15 min centrifugirali pri 4 °C in 
12 000 g. Proteinski vzorci se nahajajo v supernatantu, njihovo koncentracijo smo 
določali z metodo BCA.  
30 μl vzorcev (po potrebi redčenih) smo poleg standardnih koncentracij (BSA; 0,125, 
0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2 ng/μL) naneslo na ploščo z 96 vdolbinicami (96w non-binding 
plate), dodali 200 μl reagenta za BCA v vsako vdolbino in po 30 min inkubaciji na 
37 °C izmerili koncentracijo (526 nm). Reagent BCA vsebuje bakrove II ione 
(CuSO4*5H2O) in bikinhonsko kislino. Peptidne vezi proteinov reducirajo bakrove ione 
(pri 37 °C), ki nato reagirajo z dvema molekulama bikinhonske kisline. Nastane 
kompleks, ki absorbira svetlobo pri 562 nm. Ker je količina reduciranih ionov 
proporcionalna količini proteina, lahko iz absorbance z umeritveno krivuljo določimo 
koncentracijo skupnih proteinov v vzorcu. Za NaDS PAGE smo pripravili po 24 μl 
vzorca (15 μg proteinov), ki smo mu v digestoriju dodali 6 μl 4 × nanašalnega pufra za 
NaDS z reducentom in nato vzorce z nanašalnim pufrom prekuhali (5 min, 95 °C).  
3.2.10.2 NaDS PAGE (priprava gela, elektroforeza) 
Pripravili smo 12 %, 1,5 mM debele NaDS-poliakrilamidne gele po preglednicah 3.10 
in 3.11. Sistem za pripravo gelov se sestavi po navodilih proizvajalca. Najprej smo 
pripravili ločevalni gel (preglednica 3.10) in ga poravnali z dodatkom izopropanola. Ko 
se je ločevalni gel strdil, smo izopropanol odstranili, vlili še vstopni gel (preglednica 
3.11) in vstavili nastavek za 10 žepkov. Gele smo shranili na 4 °C. 
V prvi žepek gela smo nanesli standardno lestvico (5 μl Page Ruler Plus), v naslednje 
žepke pripravljene vzorce (15 μg). Elektroforezo smo izvajali v vertikalnem sistemu 
Mini-PROTEAN Tetra System (BioRad), 45 min (oz. dlje po potrebi) pri konstantni 
napetosti 200 V. 
Špela Malenšek, Imunoterapija raka: regulacija T-celic z dizajniranim transkripcijskim faktorjem NFAT 
26 
Preglednica 3.10: Sestava 1,5 mM, 12 % ločevalnega gela za NaDS PAGE  
Reagent Količina (2 gela) 
MQ 6,4 mL 
1,5 M Tris, pH 8,8 5,2 mL 
30% akrilamid 8 mL 
APS 200 μl 
10 % SDS 200 μl 
TEMED 20 μl 
Preglednica 3.11: Sestava 1,5 mM, 4 % vstopnega gela za NaDS PAGE  
Reagent Količina (2 gela) 
MQ 5,95 mL 
1,5 M Tris, pH 6,8 2,5 mL 
30 % akrilamid 1,34 mL 
APS 100 μl 
10 % SDS 100 μl 
TEMED 10 μl 
3.2.10.3 Prenos western in detekcija proteinov 
Po NaDS PAGE smo poliakrilamidne gele sprali z destilirano vodo in namočili v pufru 
za moker prenos. Isto smo naredili s komponentami kasete za prenos western (gobica, 
filter papir in nitrocelulozna membrana). Nato smo kaseto za prenos sestavila po 
navodilih proizvajalca in prenos iz gela na membrano izvajali pri konstantnem toku 
350 mA, 1,5 h. Po prenosu smo nitrocelulozno membrano inkubirali v 0,2 % raztopini I-
Block pri 4 °C. Po prekonočni inkubaciji smo nitrocelulozno membrano najprej sprali z 
raztopino PBST in nato 2 h inkubirali v raztopini primarnih protiteles. Po ponovnem 
spiranju smo membrano 1,15 h inkubirali v raztopini sekundarnih protiteles. Protitelesa 
smo redčili v raztopini I-Block. Po spiranju in pred detekcijo proteinov smo membrano 
hranili v PBST na 4 °C. 
Membrane smo slikali z napravo G:Box (Syngene) po obdelavi z detekcijskimi reagenti 
kompletov SuperSignal West Femto Substrate ali SuperSignal West Pico Substrate 
(Thermo Fischer Scientific; razlikujeta se glede na občutljivost). Detekcijska reagenta 
smo na membrano na stekleni podlagi dodali v razmerju 1:1, po 3 min smo najprej z 
belo svetlobo slikali proteinski standard, nato pa vzorce (čas osvetlitve, št. slik se 
prilagodijo po potrebi). 
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3.2.11 Izolacija genomske DNA in test T7EI 
Genomsko DNA smo izolirali iz celičnega peleta po protokolu proizvajalca s 
kompletom reagentov DNeasy Blood & Tissue Kits (Qiagen) in shranila na -20 °C. Za 
test z endonukleazo T7 I, s katerim lahko ugotoviš, ali je prišlo do spremembe 
zaporedja DNA (insercije in delecije), je potrebno pomnoževanje izbranega segmenta s 
PCR. Pomnoženim in očiščenim fragmentom (200 ng DNA) se doda 3 μl pufra NEB2 in 
z MQ dopolni do 30 μl. Fragmente DNA v reakcijski mešanici smo nato s cikli 
denaturacije/renaturacije v temperaturnem območju 95-25 °C prilegalo. Po prileganju 
fragmentov se v reakcijske mešanice doda 1,5 μl restriktaze T7EI in inkubira 30 min pri 
37 °C. Restrikcijske produkte smo shranili na -20 °C, rezultat pa določili z agarozno 
gelsko elektroforezo (dodatek nanašalnega pufra, nanos na agarozni gel z EtBr in 
slikanje pod UV-svetlobo) ali z občutljivejšim postopkom, izvedenko poliakrilamidne 
gelske elektroforeze, DNA PAGE. Slika 10 prikazuje shematsko delovanje T7EI. 
Slika 10: Test T7EI. 1: Transfekcija celic s plazmidi za zapisom za Cas9 in ustrezno 
sgRNA, 2: delovanje Cas9, nastane dvojni prelom DNA (obe verigi; DSB), 3: 
nehomologno združevanje koncev, 6: restrikcijska reakcija s T7EI, restriktaza prepozna 
in reže heterodupleks, 7: AGE, oz. DNA PAGE produktov restrikcijske reakcije. 
Test s T7 endonukleazo I deluje tako, da slednja prepozna in reže neujemajoče se 
heteroduplekse DNA. Ti nastanejo zaradi delovanja endonukleaze Cas9 na tarčno mesto 
(kamor jo vodi sgRNA), mesto restrikcije pa se nato največkrat popravi z mehanizmom 
nehomolognega spajanja koncev (NHEJ). Ker se verigi DNA na tarčnem mestu ne 
popravita enako, nastanejo pri prileganju pomnoženih fragmentov neujemajoči se 
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heterodupleksi, po restrikcijski reakciji pa so na agaroznem gelu, oz. gelu DNA PAGE 
vidni trije fragmenti (nerezan framgent ter oba ostanka restrikcijske reakcije).  
3.2.11.1 DNA PAGE 
Kakor pri NaDS PAGE, smo tudi pri DNA PAGE uporabila enaka stojala za pripravo 
gelov. Gela se razlikujeta po tem, da se pri DNA PAGE uporablja uniformni gel (ni 
vstopnega gela) in drugi reakcijski pufer. Sestavo gelov za DNA PAGE prikazuje 
preglednica 3.12. 
Preglednica 3.12: Sestava 1,5 mM gela za DNA PAGE (količine reagentov za 4 gele). 
Reagent Količina 
MQ 14,4 mL 
10 × TBE 4,4 mL 
30 % akrilamid 22 mL 
APS 220 μl 
TEMED 22 μl 
Elektroforezo smo izvajala v vertikalnem sistemu Mini-PROTEAN Tetra System 
(BioRad), 1 – 1,5 h (dlje po potrebi) pri konstantni napetosti 150 V. Kot standard smo 
uporabili Gene Ruler Mix (7 μl), 30 μl vzorca smo dodali 6 μl 6 × nanašalnega pufra. 
Gele smo po elektroforezi obarvali z barvilom SyberGold (pokrito s folijo, 30 min na 
stresalniku; 1 gel: 50 mL 1 × TBE in 6 μl SyberGold). Slikajo se kakor agarozni geli, 
pod UV-svetlobo. 
3.2.12 Risanje slik in grafov  
Rezultati so (kjer je to bilo mogoče) prikazani kot povprečje triplikatov s standardno 
napako. Predstavljeni so v grafih, izrisanih s programsko opremo GraphPad Prism 6 
(GraphPad Software) in Excel (Microsoft).  
Slike in sheme sem narisala po predlogah iz literature (navedeno v opisu posamezne 
slike) s programsko opremo PowerPoint (Microsoft) in UCSF Chimera (RVBI UCSF). 
Pri zadnjem sem proteinske strukture pridobila v podatkovni zbirki PDB [24], sheme 
molekul pa v podatkovni zbirki Chemspider [25]. Slike nitroceluloznih membran 
(NaDS PAGE in prenos western) sem obdelala s programom GeneTools (Syngene). 
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4 Rezultati 
4.1 Priprava konstruktov 
Pri eksperimentih smo uporabili plazmide s fuzijo skrajšanega transkripcijskega faktorja 
NFAT s prvim proteinskim parnerjem in fuzijo ustrezne partnerske domene z 
aktivacijsko tripartitno domeno VPR, oz. z represijsko domeno KRAB. Dizajnirani 
transkripcijski faktor NFAT je bil oblikovan glede na endogeni transkripcijski faktor 
NFAT2, izooblika C-α. Znana je tudi struktura transkripcijskega faktorja NFAT2 [26]. 
Strukturo izooblike in anotirano aminokislinsko zaporedje prikazujeta elementa slike 
10. 
 
Slika 10: Struktura NFAT2 in aminokislinsko zaporedje izooblike C-α. a) Struktura 
DNA-vezavne domene NFAT2, izooblike C-α – prikazani so aminokislinski ostanki 414-
592, z oranžno je označen vezavni motiv za DNA, PDB ID: 1A66 [26]; b) 
aminokislinsko zaporedje tNFAT21-593, UniProtKB - O95644 (NFAC1_HUMAN) [27] – 
z rumeno je označen vezavni motiv za DNA, z zeleno fosforilirani serinski ostanki, z 
roza vezavno mesto za kalcinevrin, z modro NLS (265-267) in NES (310-321). 
Transaktivacijska domena A (126-218) je podčrtana, z rdečimi puščicami pa sta 
označena N- in C-konec fragmenta slike a). 
Izooblika C-α sestoji iz 943 aminokislin, 8 aminokislin na mestih 439-446 
(»RAHYETEG«) je odgovornih za vezavo na DNA – t.i. DNA-prepoznavna regija. 
Celotni fragment (slika 1a), ki sodeluje pri vezavi na DNA je velik 20 kDa in tvori 
urejeno strukturo 10-verižnega β-sodčka [26, 27]. Defosforilacija serinskih ostankov 
(mesta 233, 237, 245, 269, 294) omogoča uvoz v jedro (fosforilacija pa vrnitev v 
citoplazmo). N-terminalni del proteina tako vpliva na od Ca2+ odvisno lokalizacijo v 
celici [26]. C-končna domena pa omogoča vezavo na transkripcijske partnerje v jedru 
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[26]. Za razliko od ostalih izooblik ima izbrana oblika na C-koncu še dodatno 
transaktivacijsko domeno TAD-B [27].  
Uporabljenemu transkripcijskemu faktorju smo odstranili transaktivacijsko domeno 
TAD-B na C-koncu ter C-končna signala za vnos v jedro, oz. iznos iz jedra in ga tako 
skrajšali za 350 aminokislin (tNFAT21-593). Z metodo kloniranja Gibson je nato k 
tNFAT21-593 dodan prvi proteinski partner na N-konec (konstrukti DmrA-tNFAT21-593, 
GID-tNFAT21-593 in ABI-tNFAT21-593). Na N-konec aktivacijske tripartitne domene 
VPR, oz. represijske domene KRAB pa je dodana ustrezna partnerska domena (DmrC, 
GAI in PYL1). Sheme konstruktov prikazuje slika 11, velikosti preglednica 4.1, 
delovanje slika 12. Na N-konec fuzijskih proteinov z tNFAT21-593 je bila dodana tudi 
oznaka Myc tag, na N-konec ustreznih partnerjev z aktivacijsko/represijsko domeno pa 
oznaka His tag. Obe omogočata kvalitativno potrditev prisotnosti konstruktov v celicah 
z imunodetekcijo. Pred domenama VPR in KRAB je jedrni lokalizacijski signal (NLS).  
 
Slika 11: Konstrukti heterodimerizacijskih partnerjev. a) Sistem ABI-PYL1; b) 
sistem GAI-GID1; c) sistem DmrA-DmrC. 
Preglednica 4.1: Velikosti konstruktov heterodimerizacijskih partnerjev 
Konstrukti Velikost (kDa) 
ABI-NFAT 98 
GAI-NFAT 76 
DmrA-NFAT 78 
PYL1-VPR 79 
PYL1-KRAB 38 
GID1-VPR 97 
GID1-KRAB 56 
DmrC-VPR 70 
DmrC-KRAB 28 
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Slika 12: Predvideno delovanje sistemov CID ob dodatku induktorjev. a) Aktivacija 
transkripcije IL-2 ob kemično inducirani heterodimerizaciji kompleksa z aktivacijsko 
domeno VPR, b) represija transkripcije IL-2 ob kemično inducirani heterodimerizaciji 
kompleksa z represijsko domeno KRAB. 
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4.2 Heterodimerizacija domen ob dodatku induktorja 
4.2.1 Transfekcija celic HEK293T s konstrukti z NFAT in domeno VPR 
Delovanje konstruktov smo okarakterizirali v celicah HEK293T z dvojnim luciferaznim 
testom (izražanje fLUC glede na rLUC). Celice smo transficirali (dan 1) z reagentom 
PEI s kombinacijami plazmidov, navedenimi v preglednici 4.2, pri čemer smo variirali 
tudi prisotnost ionofora in/ali induktorja heterodimerizacje. 
Preglednica 4.2: Kombinacije plazmidov za transfekcijo celic HEK293T 
Slepa kontrola pcDNA3 
Slepa kontrola z reporterjem pcDNA3, 3xNFAT_Pmin_fLUC, rLUC 
Konstrukti NFAT:VPR pcDNA3, 3xNFAT_Pmin_fLUC, rLUC, 
plazmid z NFAT, plazmid z VPR 
Največja doza NFAT pcDNA3, 3xNFAT_Pmin_fLUC, rLUC, 
plazmid z NFAT 
Dan po transfekciji smo celicam zamenjali gojišče in dodali aktivator ionofor (5 μM), 
CaCl2 (2 mM) ter kemične induktorje heterodimerizacije (ABA 50 μM, GIB 10 μM, 
RAPA 1 μM). Rezultate prikazujejo grafi 1, 2 in 3. 
 
Graf 1: Delovanje sistema DmrA/DmrC za uravnavanje signalizacije preko poti 
NFAT.  
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Graf 2: Delovanje sistema GID1/GAI za uravnavanje signalizacije preko poti 
NFAT. 
 
Graf 3: Delovanje sistema ABI/PYL1 za uravnavanje signalizacije preko poti 
NFAT. 
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Izražanje konstruktov v celicah HEK293T je prehodno, aktivacija z dodatkom 
induktorja pa je okarakterizirana z izražanjem fLUC pod kontrolo minimalnega 
promotorja (plazmid 3xNFAT_Pmin_fLUC) s tremi vezavnimi mesti za tNFAT21-593. Pri 
vseh treh heterodimerizacijskih sistemih je prišlo do povečanja izražanja fLUC ob 
dodatku induktorja in prisotnem kalcijevem ionoforu.  
Kalcijev ionofor omogoči prenos ionov Ca2+ čez plazmalemo, ki aktivirajo kalcinevrin, 
ta pa defosforilira NFAT. Predpostavljamo, da so fuzijski konstrukti prvih proteinskih 
partnerjev s skrajšanim NFAT fosforilirani in da je za vezavo na vezavna mesta za 
NFAT na plazmidu z fLUC potrebna tako defosforilacija NFAT (prisotnost Ca+2) kot 
tudi kemijsko uravnavana povezava z aktivacijsko domeno. 
Največji učinek je imel sistem ABI, pri katerem je bilo tudi »puščanje« konstrukta 
(nespecifična vezava konstrukta na vezavna mesta za NFAT, ne glede na 
heterodimerizacijo) ABI-NFAT najmanjše. Pri heterodimerizacijskem sistemu GAI 
dosega izražanje fLUC višje vrednosti RLU kot pri sistemih ABI in RAPA, vendar je 
razlika med vzorci z dodatkom ionofora brez induktorja in dodatkom obojih toliko 
manjša. Za razmerje 2,5:5 ng je vrednost izražanja fLUC brez induktorja ob ionoforu 
polovična (0,71 RLU) glede na izražanje fLUC ob prisotnem tako ionoforu kot 
induktorju (1,4 RLU). Pri sistemu RAPA je učinek podoben, za razmerje 2,5:5 ng je 
vrednost izražanja fLUC brez induktorja z ionoforom 0,16 RLU, vrednost ob prisotnih 
ionoforu in induktorju pa 0,4 RLU. Pri sistemu ABI je ta razlika zanemarljiva (0,02 
RLU in 0,4 RLU za izražanje fLUC brez induktorja z ionoforom in z obema), kar 
pokaže, da sistem ABI dosega najboljše rezultate v aktivaciji izražanja tarčnega 
reporterskega gena.  
Pri vseh treh heterodimerizacijskih sistemih je največji efekt torej imelo razmerje 
plazmidov 2,5:5 ng (NFAT:VPR), vendar so razlike v relativnem izražanju fLUC pri 
heterodimerizacijskem sistemu ABI manjše kot pri drugih (0,35 RLU za razmerje 
2,5:5 ng; 0,2 RLU za razmerje 2,5:10 ng; 0,3 RLU za razmerje 2,5:25 ng), kar je 
pokazal tudi eksperiment titracije dodatkov partnerskih domen heterodimerizacijskega 
sistema ABI (graf 4).  
 
4.2.2 Titracija dodatkov partnerskih domen sistema ABI 
S titracijo dodatkov konstruktov ustreznih domen v celicah HEK293T smo določali 
najučinkovitejše razmerje, ki povzroči heterodimerizacijo proteinskih partnerjev. Pri 
tem je bila koncentracija induktorja enaka (100 μM). Rezultate dvojnega luciferaznega 
testa prikazuje graf 4. 
Rezultati titracije heterodimerizacijskih partnerjev ABI-NFAT in PYL1-VPR ponovno 
ne pokažejo večje variacije v vrednostih izražanja fLUC. Največji odziv dosegata 
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razmerji 2,5:5 ng (0,111 RLU), oz. 1:2 in 10:50 ng (0,119 RLU), oz. 1:5, vmesna 
razmerja pa nihajo. Heterodimerizacijski sistemi se med seboj razlikujejo tudi po 
odvisnosti od doze dodanega induktorja ter po kinetiki dimerizacije / disociacije 
proteinskih partnerjev. Reakcije heterodimerizacije proteinskih partnerjev sistemov CID 
v literaturi opisujejo kot klasične reakcije difuzijskih sistemov, v katerih se en partner 
prosto giblje po prostoru, drugi pa je lokaliziran na nekem določenem mestu (npr. na 
membrani, v jedru, nekje v citosolu…). Njuno interakcijo opišemo s konstanto 
asociacije/disociacije (Kd) [9].  
 
Graf 4: Titracija heterodimerizacijskih partnerjev ABI/PYL1. 
Primerna doza induktorja za dimerizacijo sistema ABI-PYL1 je znana, glede na podatke 
v literaturi je najučinkovitejša 100 μM [10] in odziv nanjo je robusten (kar se sklada s 
podatki v literaturi, [9]), saj razlik v odsotnosti induktorja med razmerji proteinskih 
partnerjev ni. Nihanje v relativni količini sintetiziranega fLUC je tako verjetno 
posledica razmerij proteinskih partnerjev. RLU raste od razmerij 1:1 do razmerja 1:2, 
pri čemer je dodatek 2,5 ng vsakega proteinskega partnerja efektivnejši kot dodatek 
1 ng. Nato pada do razmerja 1:10 (2,5 ng: 25 ng) in ponovno zraste do razmerja 1:2. 
Vzorec se ponovi (padec do razmerja 1:10) in nato zraste do 1:5 (10 ng : 50 ng) do 
največje vrednosti RLU. Pri enaki Kd in večjem razmerju med koncentracijami 
proteinskih partnerjev (1:10) verjetno pride do prehitrega nasičenja še prostih vezavnih 
mest na proteinskih partnerjih ABI-NFAT, pri čemer se merljivi odziv (vrednost RLU) 
zato zmanjša. 
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4.2.3 Prisotnost konstruktov v celicah HEK293 
Celice HEK293 smo transficirali z 1 μg plazmidov, v celičnem lizatu pa nato z NaDS-
PAGE, prenosom Western in imunodetekcijo s protitelesi določali prisotnost fuzijskih 
proteinov. Velikosti proteinov so navedene v tabeli 1, oz. na v opisih slik 13 in 14.  
 
Slika 13: Izražanje fuzijskih proteinov z oznako Myc v celicah HEK293T. ABI-
NFAT (96 kDa), GAI-NFAT (76 kDa), DmrA-NFAT (78 kDa). 
 
Slika 14: Izražanje fuzijskih proteinov z oznako His v celicah HEK293T. PYL1-
VPR (79 kDa), GID1-VPR (97 kDa), DmrC-VPR (70 kDa), PYL1-KRAB (38 kDa), 
GID1-KRAB (56 kDa), DmrC-KRAB (28 kDa). Z rdečo obrobljeni fuzijski proteini. 
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Vsi trije konstrukti z oznako Myc so na sliki 13 lepo vidni na membrani, četudi pri 
podobnih velikostih – načeloma bi GAI-NFAT in DmrA-NFAT morala biti nižje, nekje 
med 100 in 70 kDa. 
Konstrukti z oznako His se na sliki 14 ne vidijo natančno, pri kompleksih GID1-KRAB 
in DmrC-KRAB ju sploh ni videti. Pri ostalih so z rdečo označene približne velikosti, 
kjer naj bi se proteini nahajali, vendar je celotna membrana precej nespecifična, 
protitelesa proti oznaki his se očitno vežejo tudi na druge komponente celičnega lizata. 
4.3 Aktivacija transkripcije zapisa za IL-2 
Učinek heterodimerizacije – translokacija v jedro in aktivacija prepisovanja zapisa za 
IL-2 – smo določevali v celicah Jurkat s testom ELISA. Pri tem smo uporabili lovilna 
protitelesa, specifična za IL-2. Testne vzorce smo pridobili iz gojišča celic Jurkat, 
elektroporiranih s konstrukti NFAT in VPR/KRAB in dodanimi ustreznimi kemičnimi 
induktorji. Rezultate ELISE prikazuje grafa 5, graf 5a primerjavo med vsemi 
uporabljenimi sistemi, graf 5b za najbolje delujoči heterodimerizacijski sistem ABI 
NFAT – PYL1 VPR. 
 
Grafi 5: Izražanje hIL-2 v inducibilnih sistemih na osnovi NFAT, celice Jurkat. a) 
Primerjalni eksperiment vseh heterodimerizacijskih sistemov; b) eksperiment s 
heterodimerizacijskim sistemom ABI-PYL1. 
Vsi konstrukti ob dodatku induktorja povzročijo izražanje IL-2, medtem ko pri 
kontrolnem eksperimentu slednjega praktično ni. Kakor pri eksperimentih na celicah 
HEK293, je tudi pri Jurkatih najboljši heterodimerizacijski sistem (z največjim 
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učinkom) ponovno ABI-NFAT/PYL1-VPR, ki doseže 87,7 pg/mL. Rezultati na grafu 
5a, prikazujejo tudi, da ostala heterodimerizacijska sistema ne zaostajata v aktivaciji 
izražanja IL-2, sistem DmrA-NFAT/DmrC-VPR doseže 80,25 pg/mL in sistem GAI-
NFA/GID1-VPR pa 74,1 pg/mL.  
Dodatek 100 μM abscizinske kisline povzroči dimerizacijo proteinskih partnerjev ABI 
in PYL1, prenos umetnega transkripcijskega faktorja NFAT v jedro, vezavo na 
endogena regulatorna mesta NFAT in aktivacijo prepisovanja zapisa za IL-2. Ta se v 
tem primeru izrazi v povprečju do 25,23 pg/mL glede na rezulate eksperimenta, 
prikazanega na grafu 5b. Prav tako je očitno, da sam konstrukt fuzijskega proteina ABI-
NFAT ne »pušča«, oz. se ne veže sam, brez aktivacijske domene, na regulatorna mesta, 
saj je izražanje IL-2, v primerjavi s kontrolo, zanemarljivo. 
4.4 Vpliv dodatka induktorja na aktivacijo limfocitov T 
4.4.1 Vpliv induktorjev na transkripcijo zapisa za IL-2 
Dodatek induktorja k sistemu proteinskih partnerjev omogoči termodinamsko ugodno 
dimerizacijo [9]. Ob dodatku različnih koncentracij induktorjev k celicam Jurkat smo 
ugotavljali njihov vpliv na bazalno transkripcijo zapisa za IL-2 (graf 6) 
 
Grafi 6: Vpliv induktorjev na izražanje IL-2 v celicah Jurkat brez sistemov CIP. 
Rezultati ELISE: a) giberelin, b) rapamicin, c) abscizinska kislina. 
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Glede na pridobljene rezultate, očitne razlike v izražanju IL-2 med nestimuliranimi 
celicami in celicami, katerim je bil dodan induktor, ni. Tudi variacija koncentracije 
dodanega induktorja na izražanje načeloma ne vpliva. Vidna razlika je pri dodatku 
10 μM giberelina, kjer gre na videz za zmanjšanje izražanja, vendar se slednje pri 
20 μM poveča na raven kontrolnega eksperimenta. Pri rapamicinu in abscizinski kislini 
zmanjšanja ni, le rahlo povečanje, ki glede na bazalno vrednost ni pomembno. 
4.4.2 Vpliv induktorjev na T-celično aktivacijo preko receptorja TCR 
Induktorji načeloma ne vplivajo na izražanje IL-2 v neaktiviranih celicah (grafi 6). 
Vpliv na proces aktivacije preko receptorja TCR, oz. kostimulacije in posledično 
povečanje/zmanjšanje izražanja IL-2 prikazuje graf 7. Primerjali smo vpliv dodatka 
induktorjev k celicam, aktiviranim s komercialnima reagentoma ImmunoCult in PMA 
(forbol 12-miristat-13-acetat).  
ImmunoCult so tetramerni kompleksi, sestavljeni iz protiteles, ki se vežejo na 
površinske ligande CD3 in CD28 [28]. Uporabljajo se za aktivacijo in ekspanzijo 
limfocitov T, saj nadomestijo aktivacijo T-celičnega receptorja (CD3) in kostimulatorno 
signalizacijo receptorja CD28 (nanj se sicer vežejo ligandi CD80, CD86 na površini 
antigen-prezentirajočih celic) [29]. PMA aktivira protein kinazo C in tako zaobide 
delovanje T-celičnega receptorja, delovanje protein kinaze C pa vodi v povečano 
proizvodnjo citokinov [30]. Za kombinacijo PMA, z aktiviranimi receptorji CD3, oz. 
CD28, je znano, da sproži »aktivacijo« T-celic – izražanja in povečane proizvodnje IL-
2. To je razvidno tudi na grafu 7, kjer dodatek reagentov povzroči izražanje IL-2 v 
povprečju do 153 pg/mL.  
 
Graf 7: Vpliv induktorjev na izražanje IL-2 v aktiviranih celicah. IM: ImmunoCult, 
PMA: forbol miristat acetat, R: rapamicin, A: abscizinska kislina, G: giberelin. 
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Ob dodatku induktorjev je izražanje IL-2 v povprečju nekoliko zmanjšano, standardne 
napake sicer dosegajo vrednost pozitivne kontrole. Edina razlika je vidna ob dodatku 
rapamicina (90 pg/mL). To je lahko posledica padca viabilnosti celic, ki ga povzroči 
dodatek induktorjev (citotoksičnost induktorjev prikazujejo grafi 8), za rapamicin pa je 
znano, da se veže na kompleks mTOR in kot tak interferira z delovanjem celice. 
Pokazali so tudi, da rapamicin zmanjša proliferacijo celic Jurkat tako, da inhibira 
njihovo rast in pravilno delovanje telomeraz [31]. Pri abscizinski kislini in giberelinu 
vpliva na izražanje IL-2 v aktiviranih celicah ni. 
4.5 Viabilnost celic ob dodatku induktorjev 
Ker je končni cilj razvoja regulatornih sistemov uporaba in vivo, smo vpliv induktorjev 
abscizinske kisline, rapamicina in giberilina na viabilnost celic določali 
spektrofotometrično – z merjenjem sproščene laktat dehidrogenaze (LDH). Ob poškodbi 
plazmaleme se encim sprosti v medij in tako služi kot biomarker za določanje 
citotoksičnih lastnosti okolja, v katerem se celice nahajajo, dodanih reagentov, 
plazmidov ipd. Rezultate testa sproščanja LDH prikazujejo grafi 8.  
 
Grafi 8: Test LDH – različni dodatki induktorjev k celicam Jurkat. a) abscizinska 
kislina; b) rapalog; c) giberilin, d) dodatek induktorjev k aktiviranim celicam: IM: 
ImmunoCult, PMA: forbol miristat acetat, R: rapamicin, A: abscizinska kislina, G: 
giberelin.  
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Rapamicin po 24 urah doseže 25 % citotoksičnost (6 μM; graf 8c), oz. 14,6 % 
citotoksičnost (3 μM). Podobne rezultate dosega tudi abscizinska kislina (graf 8a), po 24 
urah najbolj koncentriran dodatek induktorja (200 μM) doseže 21,2 % citotoksičnost, 
srednja vrednost (100 μM) pa 14,6 % citotoksičnost. Po 48 urah citotoksičnega vpliva 
induktorja načeloma ni,, oz. je zanemarljivo majhen v primerjavi z meritvami po 24 
urah. Slednje je verjetno posledica razpada proteinskih konstruktov, kar je za primer 
sistema ABI-PYL1 navedeno tudi v literaturi (aktivnost sistema je po 24 h 60 %, po 48 
urah pade na 23 %) [10].  
Pri dodatku induktorjev k aktiviranim celicam (graf 8d) je citotoksičnost v primeru 
rapamicina in abscizinske kisline enaka kot pri kontrolnem eksperimentu: po 24 urah je 
citotoksičnost 16 %, po 48 urah doseže vrednosti do 35 %. Tudi giberelin po 48 urah 
doseže podobno vrednost citotoksičnosti (35 %), je pa po 24 urah ta manjša od 
kontrolnega eksperimenta, oz. ostalih induktorjev (5 %). To sovpada z meritvijo 
izraženega IL-2 pri aktiviranih celicah, kjer je pri giberelinu sprememba glede na 
kontrolni eksperiment najmanjša (graf 7). Giberelin v rastlinskih celicah vpliva na 
njihovo preživetje in proliferacijo, saj neposredno regulira celični cikel. V človeških 
celicah pa je bilo nedavno pokazano, da zmanjšuje proliferacijo celic in tako deluje kot 
potencialni kemoterapevtik pljučnega raka [32]. 
Dodatki induktorjev heterodimerizacije v normalnih količinah celicam ne škodujejo, ne 
zmanjšajo njihove viabilnosti, proliferacije ali aktivacije. Ob povečanih količinah ali 
daljši izpostavljenosti induktorjem citotoksičnost dosega do 40 % (ob aktivatorjih), oz. 
25 % (samo dodatek rapamicina).  
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4.6 Delovanje regulatornih sistemov v celicah Jurkat z izraženim 
CD19-CAR 
Končni eksperiment, delovanje regulatornih sistemov v kombinaciji z receptorjem 
CAR, temelji na preliminarnih eksperimentih (izražanje in delovanje v celicah HEK293, 
viabilnost celic ob dodatku induktorjev, titracija proteinskih partnerjev), cilj je 
specifična aktivacija, oz. represija delovanja celic, ki delujejo na tarčni antigen CD-19. 
Konstrukt receptorja CAR 3. generacije je bil že pripravljen v obliki, prikazani na sliki 
15. 
 
Slika 15: Shema konstrukta CD19-CAR. EF1α: promotorsko zaporedje; CD19 scFv: 
variabilni fragment za vezavo antigena CD19; 4-BB, CD28, CD3ζ: kostimulatorne 
regije; eGFP: ojačan zeleni fluorescenčni protein. 
Učinkovitost in aktivnost heterodimerizacijskih sistemov v (in)aktivaciji celic z 
izraženim CD19-CAR, smo preverjali v kombinaciji s celicami Raji (nesmrtna B-
celična linija z močno izraženim CD19 in CD20). Delovanje celic CD19-CAR, glede na 
prisotno tarčo in induktor, smo določali preko sproščenega IL-2 (ELISA), rezultate 
prikazujejo grafi 9, 10, 11. 
 
Graf 9: Rezultate ELISE celic CD19-CAR v kokulturi s celicami Raji. 48 ur 
kokulture, stimulacija z induktorji. 
Celice s CD19-CAR so ob vezavi na celice s tarčnim antigenom že same po sebi močno 
aktivirane. To je razvidno na vseh treh grafih 9, 10 in 11, kjer je največja količina hIL-2 
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proizvedena prav pri celicah, kjer ni dodatka induktorja ali fuzijskega protein ABI- , 
DmrA- ali GAI-NFAT. Dodatek induktorja aktivnost celic glede na celice brez 
dodanega induktorja celo nekoliko zmanjša, po 48 urah pri abscizinski kislini do 76 %, 
66 % pri rapalogu in 65 % pri giberilinu.  
 
Graf 10: Izražanje IL-2 ob dodatku umetnega NFAT. Primerjava 48 h in 144 h, 
kokultura celic CD19-CAR s celicami Raji. 
Konstrukti DmrA-NFAT, GAI-NFAT ali ABI-NFAT aktivnost celic CD19-CAR 
zmanjšajo glede na neelektroporirane celice (graf 10). To je lahko posledica zmanjšanja 
viabilnosti celic po elektroporaciji, npr. prevelikega bremena tuje DNA in sinteze tako 
fuzijskih proteinov z NFAT kot tudi receptorja CD19-CAR. Verjetneje je, da konstrukti 
fuzijskega skrajšanega NFAT tekmujejo z endogenim NFAT in mu tako zasedejo 
vezavna mesta v DNA. tNFAT21-593 ima namreč en ohranjeni signal za prenos v jedro 
kot tudi serinske aminokislinske ostanek, katerih fosforilacija vpliva na prenos iz jedra, 
oz. v jedro. Po 144 urah (šrafirani rezultati grafa 10) je tudi količina sproščenega IL-2 
ob dodanem DmrA-NFAT ali GAI-NFAT večja, kar je verjetno posledica tega, da 
konstruktov ni več prisotnih v takem obsegu kot po 48 urah in da se viabilnost celic 
dvigne.  
Izražanje obeh ustreznih partnerjev ob dodatku induktorja (grafi 11a, 11b) v splošnem 
deluje predvideno: v primeru fuzijskih partnerjev z aktivacijsko domeno je izražanje IL-
2 povečano, v primeru partnerjev z represijsko domeno pa zmanjšano.  
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Grafi 11: Izražanje IL-2 ob dodatku heterodimerizacijskega sistema. a) Kokultura z 
Raji 48 ur; b) kokultura z Raji 144 ur. 
To je razvidno na grafu 11a: po 48 urah dodatek giberilina heterodimerizacijskim 
partnerjem GAI-NFAT in GID1-VPR povzroči več sproščenega IL-2 (261 pg/mL), kar 
sicer ni več kot v paralelnem eksperimentu brez induktorja (240 pg/mL). Razlika je 
očitna ob dodatku giberelina partnerjem z GID1-KRAB – v odsotnosti giberilina je 
količina sproščenega IL-2 podobna tisti z GID1-VPR (238 pg/mL), ob induktorju pa se 
zmanjša na 26 % (62 pg/mL).  
Pri sistemu ABI-PYL1 po 48 urah je vzorec podoben – pri partnerjih z aktivacijsko 
domeno VPR dodatek abscizinske kisline povzroči rahlo povečanje sproščenega IL-2, 
pri partnerjih z represijsko domeno pa ga močno zmanjša. Pri sistemu DmrA-DmrC je 
IL-2 manj, ob dodatku rapaloga se poveča pri fuzijskem partnerju VPR, pri KRAB pa 
zmanjša. Kakor pri kompleksih s partnerjem GID1-KRAB, je tudi pri DmrC-KRAB 
sproščenega IL-2 zelo veliko v primerjavi z ostalimi vrednostmi, kar je verjetno 
posledica aktivacije celic s strani receptorja CD19-CAR, proteinski partnerji v 
kombinaciji s fuzijskimi proteini s KRAB pa v odsotnosti induktorja pa očitno ne 
interferirajo z delovanje celic kot tisti z aktivacijsko domeno, čeprav je domena NFAT v 
obeh primerih enaka. 
Po 144 urah je aktivnost še vedno vidna pri konstruktih sistema GAI-GID1, razlike med 
dodatkom induktorja k kombinaciji z VPR skoraj ni, dodatek induktorja k KRAB pa je 
ponovno zmanjšan. V splošnem so celice pri vseh treh sistemih po 6 dneh še vedno 
aktivne in je sproščenega IL-2 več kot po 48 urah.  
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5 Razprava 
5.1 Preliminarni eksperimenti v celicah HEK293T 
V celicah HEK293T smo pokazali, da ob dodatku induktorja (in v primernih pogojih, ob 
prisotnosti ionofora in kalcijevih ionov) pride do heterodimerizacije vseh treh kemijsko 
induciranih sistemov. Za najboljšega (največja vrednost RLU) se je izkazal sistem ABI-
NFAT / PYL1-VPR, pri katerem sem s titracijskim eksperimentom določala najboljše 
razmerje ustreznih domen. Statistično signifikantne razlike med razmerji ni, za najboljše 
sta se izkazali razmerji 1:2, oz. 1:5 (2,5:5 ng, oz. 10:50 ng ABI-NFAT:PYL1-VPR). Ali 
masno razmerje dejansko vpliva na kinetiko in dinamiko heterodimerizacije, ni znano. 
Interakcija se opisuje s Kd, na katero ima največji vpliv prisotnost induktorja [9]. 
Verjetno ima (previsoka) koncentracija ustreznih partnerjev vpliv na nasičenje prostih 
vezavnih mest, zaradi česar je pri višjih razmerjih med dodanimi konstrukti vrednost 
RLU manjša, prav tako lahko k zmanjšanju vrednosti RLU pripomore tudi neustrezna 
orientacija proteinskih partnerjev. Do dimerizacije potem ne pride, vendar tega z 
dvojnim luciferaznim testom ne moremo potrditi ali ovreči. 
Prisotnost proteinskih konstruktov z NFAT v celicah HEK293T smo pokazali s 
prenosom western, pri čemer sem uporabila protitelesa proti oznaki Myc. Kvantifikacije 
konstruktov z VPR, oz. KRAB, pri katerih sem uporabila protitelesa proti oznaki His, 
nisem mogla izvesti, saj se protitelesa proti oznaki His očitno vežejo tudi na druge 
komponente celičnega lizata. Možno je tudi, da se proteinski konstrukti niso izrazili do 
zadostne mere, da bi jih bilo z NaDS-PAGE in prenosom western mogoče 
okarakterizirati. Ker so pri tem proteini v reducirani obliki (in imajo uniformni naboj) 
ter denaturirani, bi morala biti mobilnost na poliakrilamidnem gelu v največji meri 
odvisna od velikosti proteina. Kljub temu to ni očitno, saj tako proteini z NFAT (oznako 
Myc) kot tudi proteini z VPR, oz. KRAB (oznaka His) ne ustrezajo popolnoma 
pričakovani velikosti. Natančnejša bi bila uporaba nativne PAGE, pri čemer bi lahko 
tudi določila, ali kateri od konstruktov agregira. 
5.2 Delovanje heterodimerizacijskih sistemov v celicah Jurkat 
Učinek heterodimerizacije na prepisovanje gena za IL-2 smo določali v celicah Jurkat. 
Vsi oblikovani heterodimerizacijski sistemi so v večji meri (glede na kontrolni 
eksperiment) povzročili povečano izražanje IL-2. Za najboljši sistem se je ponovno 
izkazal ABI-NFAT/PYL1-VPR, vendar take razlike med sistemi kot pri celicah 
HEK293T, ni.  
Za vse tri induktorje je načeloma poznan vpliv v živalskih/rastlinskih celicah, saj 
delujejo kot inhibitorji signalne poti mTOR (rapamicin, oz. rapalog), kot rastlinski 
hormoni (abscizinska kislina, giberelin v rastlinah) ter signalne molekule (abscizinska 
kislina v človeških celicah). Specifičnega vpliva induktorjev (povečanja ali zmanjšanja) 
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na bazalno transkripcijo IL-2 ni – manjše povečanje, oz. zmanjšanje izražanja IL-2 
glede na kotrolni eksperiment je verjetno posledica osebne napake pri delu s celično 
linijo. Izražanje IL-2 se ob dodatku induktorja v aktivirane celice zmerno zmanjša. 
Največji vpliv ima rapamicin, ki zmanjša izražanje v povprečju za 30 % glede na 
izražanje IL-2 pod vplivom aktivatorjev. Zanj je znana inhibicija kompleksa mTOR s 
katero zmanjša proliferacijo celic [12].  
To je pokazal tudi test LDH, pri katerem smo določali citotoksičnost različnih 
koncentracij induktorjev. V povprečju signifikantne citotoksičnosti, ob minimalnih 
dodatkih induktorjev, ni, raste pa z večanjem koncentracij. Slednje so sicer poznane in 
se za uspešno dimerizacijo (in hkratno ohranitvijo viabilnosti/proliferacije celic) 
sistemov uporabljajo v naslednjih koncentracijah: 3 μM giberelin, 10 μM rapamicin in 
100 μM abscizinska kislina. Take koncentracije smo pri eksperimentih, kjer ni 
navedeno drugače, uporabljala tudi sami. Pri eksperimentu z aktiviranimi celicami je po 
48 urah citotoksičnost induktorjev v kombinaciji z aktivatorji do 40 %. Precej celic se v 
procesu elektroporacije verjetno uniči, oz. ne prenesejo bremena tuje DNA/ induktorjev/ 
aktivatorjev, saj razlike glede na kontrolni eksperiment z aktivatorji, ni.  
5.3 Delovanje heterodimerizacijskih sistemov v kombinaciji z 
receptorjem CD19 CAR 
Izražen himerni antigenski receptor že brez aktivatorjev poveča izražanje IL-2, pri 
čemer so bile celice Jurkat CD19 CAR aktivirane v kokulturi s celicami Raji, ki na 
površini izražajo tarčni antigen. Ob dodatku induktorjev posebnega vpliva na izražanje 
IL-2 ni. Dodatek fuzijskih konstruktov z NFAT brez ustreznih proteinskih partnerjev 
aktivacijo celic zmanjša, kar je posledica ali zmanjšane viabilnosti po elektroporaciji 
celic, ki že vsebujejo receptor CD19 CAR, ali pa stres, ki je posledica prevelikega 
bremena tuje DNA. Možno je tudi, da konstrukt skrajšanega NFAT dejansko nadomesti, 
oz. tekmuje z endogenim NFAT (kar je tudi cilj razvoja robustnega regulatornega 
sistema), vendar bi v tem primeru  morali izvesti eksperimente, pri katerih bi določali 
prisotnost in aktivnost endogenega NFAT v primerjavi z umetnim regulatorjem. 
Zadnji eksperiment z aktiviranimi celicami Jurkat v kokulturi z Raji je tudi preliminarni 
eksperiment delovanja konstruktov z represijsko domeno KRAB. V primerjavi z 
ustreznim aktivacijskim partnerjem, ki na izražanje IL-2 nima večjega vpliva, 
represijska domena uspešno utiša prepisovanje zapisa za IL-2 in je posledično slednjega 
tudi manj izločenega v mediju celic. Možno je tudi, da se konstrukti s KRAB vežejo 
močneje na regulatorne regije promotorjev, pod katerimi se prepisuje IL-2, kot pa 
ustrezni konstrukti z aktivacijsko domeno ali pa delujejo bolj sinergistično z drugimi 
celičnimi regulatorji.  
To lahko potencialno onemogoči pravilno delovanje regulatornega sistema in vivo, 
sploh če je sposobnost vezave KRAB večja, kot sposobnost vezave domene VPR in se 
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pri tem celice ireverzibilno inaktivirajo. V tem primeru bi bilo smiselno razmisliti o 
drugi strategiji regulacije, pri kateri bi dodatek induktorja ojačal že tako aktivirane 
celice CD19 CAR (preko heterodimerizacije NFAT z VPR) in z domeno KRAB pa bi 
jih po potrebi reverzibilno inaktivirali.  
Lahko bi celice pred prvo stopnjo (vnos v pacienta) inaktivirali z domeno KRAB in 
nato v drugi stopnji (ko celice dosežejo tarčno tumorsko tkivo) celice dodatno aktivirali 
s heterodimerizacijo NFAT z VPR. Pri tem bi bilo najbolje uporabiti kombinirane 
konstrukte z več heterodimerizacijskimi domenami, kjer bi delovanje enega kompleksa 
reguliral dodatek dveh različnih induktorjev: en za aktivacijo, drugi za represijo. Primer 
tako oblikovanih konstruktov sestoji pri fuziji z NFAT z dvema proteinskima 
partnerjema (npr. ABI-NFAT-DmrA) na vsaki strani skrajšanega transkripcijskega 
partnerja, ustrezna partnerja pa bi bila vezana vsak na svojo domeno – PYL1-VPR in 
DmrC-KRAB. Tak sistem bi deloval, kot v literaturi navedeno, ortologno, saj dodatek 
abscizinske kisline ne bi aktiviral represijske domene KRAB, hkrati pa bi bilo prisotno 
manjše breme prepisovanja zapisa za tujo/novo DNA in izgradnjo teh konstruktov, saj 
bi jih bilo manj (3 konsktrukti), kot če bi v celice vnesli celotna, neodvisna sistema (4 
konstrukti). 
Nadaljnji razvoj robustnega heterodimerizacijskega regulatornega sistema, ki temelji na 
preizkušenih in pripravljenih konstruktih, bi tako z regulacijo izražanja IL-2 zagotovil 
pravilno aktivacijo in delovanje celic CAR-T. Uporaba aktivacijskih in represijskih 
domen v kombinaciji z ortogonalnimi heterodimerizacijskimi partnerji pa omogoča 
reverzibilno regulacijo celic. Ta bi omogočila infuzijo še neaktivnih celic, ki bi se 
aktivirale ob stiku s tarčno in dodatku induktorja heterodimerizacije. S tem bi se lahko 
(popolnoma) izognili sindromom CRS in SIRS (naknadno reševanje s 
imunosupresivnimi reagenti ipd. teh običajno ne reši). 
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6 Zaključek 
CAR-T-celice so se na tako raziskovalnem področju, kot tudi na kliničnem (zdravila 
Yescarta in Kymriah) izkazale uspešne predvsem pri ciljanju tkiv kot so kri, kostni 
mozeg in limfa [33]. Za pravilno delovanje je ključna orientacija sestavnih delov 
fragmenta CAR scFV, ki tudi definira imunogenost, afiniteto do antigena in specifičnost 
receptorja. Pravilno oblikovani receptor CAR zadosti le dvema izmed treh pogojev za 
pravilno in efektivno aktivacijo limfocitov T (signalizaciji preko receptorja TCR in 
kostimulaciji z molekulami na površini). Povečana koncentracija imunostimulatornih 
citokinov (tretji pogoj), še posebej v mikrookolju tumorskega tkiva, pa ni nujno 
prisotna. Pogost pristop je dodatek citokinov skupaj z infuzijo ali po infuziji 
personaliziranih celic CAR-T. Prav tako ni zagotovljeno, da pacient po infuziji 
personaliziranih celic CAR-T ne bo v vsaj manjši meri podvržen sindromom CRS ali 
SIRS [33]. Regulacija strukture receptorja CAR tako ne pripomore k rešitvi teh 
problemov. 
Rezultati preliminarnih eksperimentov z dizajniranim transkripcijskih faktorjem 
tNFAT21-593 predstavljajo dobro podlago za nadaljnji razvoj regulatornega sistema, ki bi 
se potencialno lahko uporabljal tako pri personalizirani terapiji kot tudi kasneje pri 
univerzalnih celicah CAR-T (CAR-NK ipd). Pripravljeni konstrukti z NFAT in s 
heterodimerizacijskimi domenami ABI, DmrA oz GAI in konstrukte fuzij aktivacijske 
domene, oz. represijske domene (domeni VPR in KRAB) z ustreznimi 
heterodimerizacijskimi domenami PYL1, DmrC in GID1 so preizkušeni v celicah 
HEK293T, Jurkat in Jurkat z izraženim CD19-CAR ter v kokulturi s celicami Raji. Ob 
dodatku induktorjev heterodimerizacije vsi trije sistemi sprožijo izražanje tarčnega 
reporterskega gena fLUC in gena IL-2. V kombinaciji z receptorjem CD19-CAR je 
zadoščeno vsem trem pogojem aktivacije limfocitov T (CD19-CAR poskrbi za 
signalizacijo TCR in kostimulacijo, heterodimerizacijski sistemi pa povečajo izražanje 
citokina IL-2). 
Preko tako oblikovanega molekularnega stikala bi pridobili regulacijo celic CAR na 
digitalnem nivoju: ob prisotnosti ustreznega induktorja bi bilo stanje celic enoznačno 
(aktivirana ali represirana celica CAR, glede na aktiviran sistem CIP). Ob nadaljnjih 
raziskavah v smeri univerzalne celične linije pa bi omogočili razvoj terapije, ki bi 
pocenila sicer drago nišo bioloških zdravil. 
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8 Priloga 
8.1 Razvoj univerzalne T-celične linije 
V sklopu raziskovalnega dela smo preizkusili tudi konstrukte za izbitje genov TRAC, 
TRBC, B2M in CTLA-4 s sistemom CRISPR/Cas9. Eksperimente smo izvedli na celicah 
HEK293T in Jurkat. Konstrukti tako izbijejo gene, ki zapisujejo za sestavne dele T-
celičnega receptorja (TCRα, TRCβ, B2M) ter za kostimulatorno molekulo CTLA-4, ki 
T-celice negativno regulira in jih ob prekomerni aktivaciji utiša. 
8.1.1 Delovanje sistema CRISPR/Cas9 za izbijanje genov 
CRISPR-Cas je mikrobni adaptivni imunski sistem, pri katerem ima glavno vlogo 
nukleaza, ki specifično cepi tujo DNA. Znani so trije tipi (I-III), za vsakega je značilno 
specifično zaporedje genov Cas (s CRISPR asociirani geni), nekodirajoča RNA in 
direktne ponovitve, ločene s kratkimi variabilnimi zaporedji, ki so ostanek tuje DNA, 
oz. ostanek preteklih okužb bakterij [34]. Tip II je najbolje okarakteriziran in 
uporabljan; nukleaza Cas9 se za specifično tarčno delovanje poslužuje crRNA (20 nt 
dolgo zaporedje, ki vodi Cas9 na tarčno mesto preko komplementarnega parjenja baz) 
in trans-aktivirajoče crRNA (ta procesira zapis crRNA v diskretne enote crRNA) [7, 35]. 
Ključno, da tip II prepozna in deluje na tujo DNA je zaporedje PAM, ki se mora 
nahajati pred tarčnim mestom v obliki 5'-NGG. Dvojni verižni prelom (DSB), ki nastane 
na tarčnem lokusu po delovanju Cas9, se popravlja po mehanizmih nehomolognega 
združevanja koncev (NHEJ) ali popravljanja s homologno rekombinacijo (HDR). Po 
prvem popravljalnem mehanizmu ostanejo na tarčnem mestu naključne mutacije, po 
drugem pa natančno določene spremembe, ki jih zagotovi prisotnost matrične (vzorčne) 
DNA po kateri celica popravi DSB [35].  
Mehanizem NHEJ je še posebej primeren za izbijanje genov. Če do mutacije pride 
znotraj kodirajočega eksona, lahko to vodi v premik bralnega okvirja ali nastanek novih 
STOP kodonov, kar onemogoči izražanje tarčnega gena. Za uporabo v sesalskih celicah 
je bil zapis za nukleazo Cas9 optimiziran s človeškimi kodoni. Prav tako sta bili 
optimizirani vodilna in trans-aktivirajoča RNA v eno molekulo: himerno vodilno RNA 
(sgRNA) [35]. 
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8.1.2 Uporabljene sgRNA 
Za izbijanje genov smo uporabili molekule sgRNA, navedene v preglednici 8.1. 
Preglednica 8.1: sgRNA za izbijanje genov 
sgRNA Zaporedje 
TRAC1 5'-GAGAATCAAAATCGGTGAAT-3' 
TRAC2 5'-AGAGTCTCTCAGCTGGTACA-3' 
TRBC1 5'-GCAGTATCTGGAGTCATTGA-3' 
TRBC2 5'-GGAGAATGACGAGTGGACCC-3' 
B2M 5'-CGCGAGCACAGCTAAGGCCA-3' 
CTLA-4 5'-GCAAAGGTGAGTGAGACTTT-3' 
8.1.3 Rezultati eksperimenta s T7 endonukleazo 1 
S T7 endonukleazo 1, ki specifično cepi heteroduplekse DNA, smo potrdili prisotnost 
mutacij indel (insercija-delecija). Iz celic, transficiranih s plazmidi z zapisi za Cas9 in 
ustrezno sgRNA, smo izolirali genomsko DNA. Slednja je služila kot matrica za 
pomnoževanje regije okrog tarčnega izbitega gena. Fragmente sem nato s cikli 
denaturacije/renaturacije prilegala in po prileganju izvedla restrikcijsko reakcijo s T7E1. 
Delovanje smo določili z DNA PAGE, pri čemer smo poliakrilamidni gel pobarvali z 
barvilom SYBR Gold. Rezultate prikazujeta sliki 16 in 17. 
V celicah HEK293T smo preizkusili dve sgRNA za gen TRAC; uspešna je bila prva, saj 
so pri prvi prisotni trije vidni fragmenti DNA. Enako uspešno je bilo izbitje genov 
TRBC, B2M in CTLA-4, kljub prisotnim nejasnim lisami pri slepih kontrolah 
(pomnoženi fragmenti, ki jih nisem cepila s T7E1). Pri teh lisah gre verjetno za prisotne 
nečistoče. V celicah Jurkat smo pokazali uspešno izbitje TCRα, TRCβ in B2M, za 
CTLA-4 pa ne. Verjetno je prišlo do neuspešnega izražanja Cas9 in sgRNA, saj sem 
tudi v kasnejših ponovitvah pridobila enak rezultat. Verjetnost, da je prišlo do 
homozigotnega izbitja, kar pomeni, da je gen izbit na obeh kromosomih in oba sta 
popravljena isto, je zelo majhna.. To bi morali preveriti najprej s prileganjem 
neobdelanega fragmenta genomske DNA z »izbitim« fragmentom, nato pa po možnosti 
s sekvenciranjem. 
Vsekakor rezultata pokažeta, da so konstrukti za izbitje genov funkcionalni in 
predstavljajo možnost nadaljevanja dela na limfocitih T v smeri univerzalne celične 
linije.  
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Slika 16: DNA PAGE fragmentov tarčnih genov v celicah HEK293T 
 
Slika 17: DNA PAGE fragmentov tarčnih genov v celicah Jurkat 
 
